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“Empty your mind. Be formless, shapeless. Like water. If you put water into a cup, it 
becomes the cup. You put water into a bottle and it becomes the bottle. You put it in a 
teapot, it becomes the teapot. Water can flow, or it can crash. Be water, my friend!” 
 
(Bruce Lee)  
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1 Einleitung 
 
  Fortschritte auf dem Gebiet der Molekularbiologie haben im letzten Jahrzehnt 
etablierte wissenschaftliche Ansichten über die Entstehung von Tumorerkrankungen 
wesentlich verändert. Im Gegensatz zur früheren Sichtweise, dass Tumore einzig eine 
Ansammlung relativ homogener Krebszellen sind, verweisen die Erkenntnisse der 
letzten Jahre auf deren sehr komplexe Biologie. Dabei sind Krebszellen in nicht 
entartete Zellverbände, bestehend aus Fibroblasten, Pericyten, Endothelzellen sowie 
entzündungsauslösende Immunzellen eingebettet, die maßgeblich an der Bildung des 
Tumormikromilieus beteiligt sind, welches insbesondere bei der Tumorgenese und 
Metastasierung eine entscheidende Rolle spielt. Hanahan und Weinberg entwickelten 
ein Konzept zur Klassifizierung sogenannter „Hallmarks of Cancer“ die das komplexe 
Zusammenspiel auf wenige grundlegende und allgemeingültige Organisations-
prinzipien zurückführen [1, 2]. Die Verbesserung des Verständnisses von 
Tumorerkrankungen soll dazu beitragen neue und effektivere Strategien für deren 
Therapie zu entwickeln. Besonders die Entwicklung weg vom standardisierten 
Therapieverfahren hin zu einer zielgerichteten und auf den jeweiligen Patienten 
zugeschnittenen „individualisierten“ Behandlung gewinnt in der Pharmazie zunehmend 
an Bedeutung. Von großem Interesse hierbei sind, Molekülstrukturen, die basierend 
auf supramolekularen Bindungsmotiven mit einer hohen Spezifität und Selektivität an 
Zielstrukturen im entarteten Gewebe binden. Eine Substanzklasse, die dabei im Fokus 
des pharmazeutischen Interesses steht, sind monoklonale Antikörper (mAk). 
Angesichts ihrer hohen Affinität gegenüber bestimmten Epitopen tumorassoziierter 
Antigene sind sie unter anderem in der Lage, tumorspezifische Signalwege zu 
beeinflussen und so das Tumorwachstum zu hemmen [3]. 
 
   Als erste klinisch zugelassene Radioimmuntherapeutika werden die beiden radioaktiv 
markierten Antikörper-Präparate Zevalin® ([90Y]Y-ibritumomab tiuxetan) und Bexxar® 
([131I]I-tositumomab) bereits mit großem Erfolg zur ergänzenden Behandlung von Non-
Hodgkin’s Lymphomen angewandt [4]. Mittels ionisierender Strahlung hervorgerufene 
DNA-Doppelstrangbrüche stellen dabei das eigentliche zellinaktivierende Ereignis dar. 
Der Vorteil einer solchen Radioimmuntherapie besteht vor allem darin, 
metastasierende Tumorerkrankungen zu behandeln, welche mit den klassischen 
Verfahren wie Chirurgie oder externer Bestrahlung nur schwer zu erfassen sind. 
Dennoch ist der Einsatz radioaktiv markierter monoklonaler Antikörper vor allem bei 
der Behandlung strahlenresistenter solider Tumore, trotz ihrer hervorragenden 
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Bindungseigenschaften, limitiert. Ein weiterer Nachteil besteht darin, dass aufgrund 
ihrer hohen Blutverweildauer und nur langsamen Anreicherung im Zielgewebe, bedingt 
durch ihre Molekülgröße, der gesamte Organismus einer hohen Strahlenbelastung 
ausgesetzt wird [5, 6].  
 
  Eine Alternative dazu stellt die Strategie des Pretargeting von Tumoren dar. Wie 
schematisch in Abbildung 1 am Konzept komplementärer Oligonukleotid-Bausteine 
gezeigt, besteht die Intention dieses Prinzips darin, mittels einer mehrstufigen 
Applikationsfolge die Injektion eines targetspezifischen Antikörper-Konjugates und 
einer kleinen radioaktiv markierten Verbindung zu trennen, welche zueinander ein 
komplementäres System bilden. Aufgrund der hohen Blutverweildauer wird das 
Antikörper-Konjugat zur Anreicherung im Tumorgewebe bereits einige Tage vor der 
eigentlichen Radionuklidanwendung appliziert (Abbildung 1, Schritt 1). Nicht am 
Antigen gebundene Antikörper-Konjugate werden innerhalb der Wartezeit aus der 
Blutbahn eliminiert. Erst dann erfolgt in einem zweiten Schritt die Injektion der 
radioaktiv markierten komplementären Verbindung (Abbildung 1, Schritt 2), welche 
nach kurzer Verteilungsphase am im Tumor lokalisierten Antikörper-Konjugat 
hybridisiert. Für eine möglichst geringe Strahlenbelastung sollte sich die radioaktiv 
markierte Verbindung durch eine schnelle Verteilung im Organismus, einer vorwiegend 
renalen Ausscheidungscharakteristik sowie einer sehr hohen Affinität und schnellen 
Bindungskinetik zum im Zielgewebe lokalisierten Antikörper-Konjugat auszeichnen. 
Besonders die schnelle renale Elimination solch kleiner Moleküle ist die Hauptursache 
für die deutlich geringere Strahlenbelastung des Gesamtorganismus gegenüber der 
konventionellen Radioimmuntherapie. 
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Abbildung 1: Prinzipskizze der Pretargeting-Technologie am Konzept komplementärer 
Oligonukleotid-Bausteine 
 
  Als In-vivo-Erkennungsmotiv werden in der Literatur verschiedene Systeme wie 
beispielsweise (Strept)avidin/Biotin [7], bispezifische Antikörper [8] oder aber auch 
komplementäre Oligonukleotid-Derivate [9] beschrieben. In Kapitel 3.3 sind die 
Spezifikationen sowie Vor- und Nachteile der einzelnen Konzepte im Detail erläutert 
und diskutiert.  
 
  Eine Substanzklasse die erstmals von Wissenschaftlern des Helmholtz-Zentrums 
Dresden-Rossendorf (HZDR) als potentielles komplementäres System für Tumor-
Pretargeting-Anwendungen untersucht wurden ist, sind spiegelbildliche bzw. 
L-konfigurierte Oligonukleotide (Abbildung 2). Im Gegensatz zu ihren natürlichen D-
konfigurierten Isomeren resultiert aus der L-Konformation eine erheblich höhere 
metabolische Stabilität, eine geringere Immunogenität sowie eine sehr geringe 
Spezifität zu im Organismus vorkommenden Oligonukleotid-Strukturen [10-12].  
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  In systematischen Arbeiten zur Untersuchung dieses Systems durch Schlesinger 
(HZDR, Dissertation, 2007, [13]) und Förster (HZDR, Dissertation, 2012, [14]) stand die 
Entwicklung und Optimierung der Radionuklid markierten Komponente sowie dessen 
radiopharmakologische Charakterisierung im Vordergrund. Im Rahmen dieser Arbeiten 
wurde eine neue 17mer-L-DNA-Leitstruktur entwickelt, mit den makrozyklischen 
Chelatoren NOTA oder DOTA funktionalisiert und anschließend mit den 
Metallradionukliden 86/90Y, 68Ga sowie 64Cu komplexiert (Abbildung 3). 
Radiopharmakologisch wurden die resultierenden Verbindungen u.a. in gesunden 
Wistar-Ratten untersucht. Ein generelles Problem L-konfigurierter Oligonukleotide ist 
dabei die sehr hohe Nierenakkumulation und die geringe biologische Halbwertszeit im 
Blut. Die sehr strahlensensitiven Nieren stellen demnach für therapeutische 
Anwendungen das dosislimitierende Organ dar. Förster konnte zeigen, dass durch die 
Einführung von Polyethylenglykol-Einheiten (PEG) einer bestimmten Größe das 
radiopharmakologische Profil der 17mer-L-DNA deutlich verbessert werden kann. Ein 
PEG-Substituent von 10kDa stellt den optimalen Kompromiss bzgl. niedriger Nieren- 
und Leberakkumulation sowie einer etwas längeren Blutverweildauer dar [14]. 
Weiterhin konnte festgestellt werden, dass die radiopharmakologischen Profile 
ausschließlich vom PEGylierungsgrad und nicht vom verwendeten Chelator (NOTA, 
DOTA) oder des eingesetzten Radionuklids (64Cu, 68Ga) abhängig sind, was besonders 
im Hinblick auf eine „individualisierte“ Therapie den Einsatz verschiedenster 
Abbildung 2: Struktur einer D- und L-konfigurierten Desoxyribonukleinsäure (DNA) [13] 
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Radionuklide je nach Anforderungsprofil ermöglicht. Die infolge dieser Studien für das 
Pretargeting zu favorisierenden Verbindungen sind in Abbildung 3 zusammengefasst. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Im Fokus dieser Arbeit soll vor allem die Entwicklung des targetspezifischen 
Antikörper-Konjugats und die In-vitro- sowie In-vivo-Charakterisierung des 
Pretargeting-Systems stehen. Ein sehr wichtiges Kriterium dabei ist die Verwendung 
eines Antikörpers, welcher möglichst nicht in die Zelle internalisiert. Nach 
Internalisierung des Rezeptor-Antikörper-Komplexes ist der Antikörper für eine 
Hybridisierung mit der radioaktiv markierten Verbindung, welche nicht internalisiert 
wird, nicht mehr zugänglich. Besonders im Hinblick auf eine maximale Akkumulation 
der radioaktiv markierten Verbindung im Tumorgewebe ist demnach ein hoher Anteil 
an extrazellulär gebundenem Antikörper notwendig. 
 
  Neben dem Internalisierungsverhalten sind noch weitere Merkmale bei der Auswahl 
des targetspezifischen Antikörpers zu beachten. Gerade für therapeutische 
Anwendungen ist es beispielsweise ebenso wichtig, dass der zu verwendende 
Antikörper in ausreichender Quantität zur Verfügung gestellt werden kann. Außerdem 
sollte er eine gewisse Robustheit bezüglich der Reaktionsbedingungen von amin- oder 
thiolvermittelten Konjugationsreaktionen aufweisen, da für das beschriebene 
Pretargeting-Konzept der Antikörper, unter Erhalt der Immunreaktivität, chemisch 
modifiziert werden muss.  
 
  Der klinisch zugelassene chimäre monoklonale Antikörper Cetuximab (Handelsname 
Erbitux®, C225) erfüllt dabei, trotz seines Bestrebens zu internalisieren, die oben 
genannten Kriterien. Cetuximab bindet mit sehr hoher Affinität an das 
Abbildung 3: Favorisierte PEG sowie NOTA und DOTA funktionalisierte 17mer-L-DNA für 
zukünftige Pretargeting-Anwendungen [14] 
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Oberflächenprotein „Epidermaler Wachstumsfaktor Rezeptor“ (Epidermal Growth 
Factor Receptor, EGFR), welches in einer Vielzahl von Tumoren überexprimiert wird 
und somit eine attraktive Zielstruktur darstellt. Trotz des Nachteils, dass EGFR-
Cetuximab-Komplexe dazu neigen zu internalisieren, ist Cetuximab aufgrund seiner 
kommerziellen Verfügbarkeit, chemischen Robustheit im Vergleich zu anderen 
Antikörpern und insbesondere mit dem Hintergrund, dass am Institut für 
Radiopharmazeutische Krebsforschung des Helmholtz-Zentrums Dresden-Rossendorf 
bereits Therapiestudien an tumortragenden Nacktmäusen mit direkt markiertem 
[90Y]Y-Cetuximab durchgeführt wurden, ein guter Kandidat, um als targetspezifischer 
Antikörper für das Pretargeting eingesetzt zu werden. 
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2 Zielstellung 
 
1. Entwicklung des targetspezifischen Antikörper-Konjugats 
  Der monoklonale Antikörper Cetuximab soll mit einem L-DNA-Strang 
(c-L-DNA, c = komplementär) modifiziert werden, der zum L-DNA-Strang der 
Radionuklid tragenden Verbindung komplementär ist (Abbildung 4). Wichtig 
dabei ist, die Syntheseführung so zu gestalten, dass die Konjugation des 
Antikörpers unter möglichst milden Reaktionsbedingungen abläuft und 
einheitliche Produktchargen mit einem definierten und reproduzierbaren 
Beladungsgrad an c-L-DNA erhalten werden. Zur radiopharmakologischen 
Charakterisierung sollen die hergestellten Antikörper-Derivate zusätzlich mit 
dem bifunktionalen Chelator (BFC) p-SCN-Bn-NOTA konjugiert werden, wobei 
ein NOTA-Bn-thioharnstoff-C225-c-L-DNA-Derivat entsteht, das seinerseits mit 
64Cu markiert werden kann. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. In-vitro-Charakterisierung des Pretargeting-Systems 
  Die zentrale Fragestellung dieses Themenkomplexes ist, inwieweit das 
Internalisierungsverhalten der hergestellten Cetuximab-Derivate einen 
limitierenden Faktor für dessen Anwendung als Antikörper für das Pretargeting 
darstellt. Dazu soll mittels Pretargeting-Experimenten an den EGFR 
überexprimierenden Plattenepithelkarzinom-Zelllinien A431 und FaDu die 
Internalisierung der Cetuximab-Konjugate untersucht werden. Weiterhin ist zu 
beantworten, ob die unterschiedlichen PEG-Substituenten der radioaktiv 
markierbaren Verbindung die Hybridisierung am Antikörper bzw. am 
Immunkomplex sterisch inhibieren. Da infolge der Kupplung von p-SCN-Bn-
NOTA und c-L-DNA die Proteinoberfläche des Antikörpers deutlich modifiziert 
Abbildung 4: Anvisierte Synthesestrategie zur Darstellung c-L-DNA modifizierter 
Cetuximab-Derivate 
m = 3, n = 0-5 
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wird, soll geklärt werden, ob die pharmakologischen Eigenschaften des 
Antikörpers hinsichtlich Oberflächenladung, Affinität und Bindungscharakteristik 
verändert werden. 
 
3. In-vivo-Pretargeting-Studien am Tumor-Mausmodell 
  Um die Applikation des targetspezifischen Antikörper-Konjugats und der 
radioaktiv markierten Verbindung zeitlich aufeinander abstimmen zu können, 
soll das entsprechende Cetuximab-Derivat direkt mit 64Cu markiert und dessen 
pharmakokinetisches Profil mittels Kleintier-PET im Versuchstier untersucht 
werden. Diese Daten stellen die Grundlage für die Entwicklung eines 
geeigneten Applikationsregimes für erste In-vivo-Pretargeting-Experimente dar. 
Zur molekularen Bildgebung sollen die L-DNA-Konjugate mit den beiden 
Positronen emittierenden Radionukliden 68Ga und 64Cu markiert werden. Im 
Vordergrund soll dabei stehen das Pretargeting-System hinsichtlich Verteilung 
und Tumorakkumulation zu bewerten. Außerdem soll untersucht werden, 
inwiefern die unterschiedlichen PEG-Substituenten die Anreicherung und 
Hybridisierung der radioaktiv markierbaren Verbindung beeinflussen. Im 
Hinblick auf therapeutische Anwendungen sollen erste Pretargeting-
Untersuchungen mit dem β--emittierenden Radionuklid 177Lu durchgeführt 
werden. Abschließend soll anhand der erhaltenen Daten bewertet werden, ob 
Cetuximab als Antikörper für das Pretargeting von Tumoren geeignet ist. 
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3 Theoretischer Teil 
 
3.1 Monoklonale Antikörper 
 
  Aufgrund ihrer hohen Spezifität und Affinität zu tumorassoziierten Antigenen stellen 
Immunglobuline (Ig) bzw. Antikörper eine interessante Substanzklasse zur Diagnose 
und Therapie von Tumorerkrankungen dar. Bereits 1948 postulierten Pressman und 
Keighley [15], dass radioaktiv markierte Antikörper in der Lage sein sollten, Organe 
aufgrund von spezifischen Bindungsstellen zu lokalisieren. Anfang der 50er Jahre 
bestätigte sich in ersten Studien das große Potential dieser Substanzklasse zur 
Tumorerkennung [16]. Spätestens seit den Arbeiten von Köhler und Milstein [17] zur 
Gewinnung muriner monoklonaler Antikörper (mAk) aus sogenannten Hybridom-
Zelllinien stehen sie im Fokus der nuklearmedizinischen Anwendung. 
 
  Die charakteristische Y-förmige Struktur wurde erstmalig durch Porter [18] und 
Edelman [19] mit Hilfe elektronenmikroskopischer Untersuchungen 1968 publiziert. 
Antikörper bestehen aus zwei identischen schweren (heavy chains, je ~ 55 kDa) und 
zwei identischen leichten (light chains, je ~ 25 kDa) Polypeptidketten, welche durch 
Ausbildung kovalenter Disulfidbrücken zwischen je zwei Cysteinresten der 
unterschiedlichen Polypeptidketten ihre endgültige Struktur erhalten (Abbildung 5). 
Dabei wird die leichte Kette aus einer N-terminalen variablen und einer C-terminalen 
konstanten Domäne und die schwere Kette aus einer N-terminalen variablen und drei 
bis vier C-terminalen konstanten Domänen gebildet. Durch Spaltung der Antikörper mit 
Papain werden zwei identische antigenbindende Fragmente (Fab) und ein kristallines 
Fragment (Fc) erhalten. Das N-terminale Ende der Fab-Domäne entspricht der 
sogenannten „hypervariablen Region“, welche für die Spezifität des Antikörpers zum 
jeweiligen Epitop des Antigens verantwortlich ist. Besonders die hohe 
Strukturvariabilität dieser Domäne gewährleistet die Spezifität und damit die 
Einsatzfähigkeit gegen unterschiedlichste Pathogene in der Immunabwehr.  
 
  Anhand der beiden schweren Ketten der Fc-Domäne werden Immunglobuline in 
Wirbeltieren in fünf Hauptklassen IgG, IgA, IgM, IgD und IgE eingeteilt, während IgG in 
vier weitere Subklassen (IgG1 – IgG4) differenziert werden. Dabei wird über die Fc-
Domäne die komplementabhängige (CDC) sowie antikörpervermittelte zelluläre 
Zytotoxizität (ADCC) vermittelt.  
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  Bei der Anwendung muriner Antikörper als Anti-Tumorpharmaka stellte sich heraus, 
dass beim Menschen eine Immunantwort unter Bildung humaner Anti-Maus-Antikörper 
(HAMA) hervorgerufen wird, die sich gegen die konstante oder variable Domäne richtet 
[20]. HAMA sind im Serum von Patienten innerhalb von zwei Wochen und bis zu zehn 
Monaten nach der Applikation nachweisbar [21]. Als Folge dieser Immunantwort erfolgt 
bei einer wiederholten Applikation eine schnellere Entfernung aus der Blutbahn bzw. 
eine deutlich verringerte Tumoraufnahme. Ein Fortschritt zur Senkung der 
Immunogenität war die Entwicklung geeigneter gentechnischer Klonierungsverfahren 
zur Produktion sogenannter chimärer Antikörper, bei denen die konstanten Domänen 
durch humane Anteile substituiert wurden [22, 23]. Trotz der Senkung des murinen 
Proteingehaltes auf 10 - 35% sind Immunreaktionen nicht auszuschließen. Mit der 
Einführung des Phagen-Display-Verfahrens oder der Verwendung transgener Mäuse 
war es erstmals möglich, vollständig humane Antikörper herzustellen [24-27]. 
Tatsächlich scheint sich anhand erster klinischer Studien das Potential solcher 
Antikörper zur weiteren Verringerung der Immunogenität zu bestätigen, jedoch ist 
aufgrund der derzeitigen unzureichenden Datenlage der Effekt noch nicht endgültig 
verifiziert [23, 28]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Als Pharmaka in der Tumortherapie sind bereits zahlreiche chimäre und humane 
monoklonale Antikörper wie z.B. Cetuximab, Rituximab, Panitumumab, Trastuzumab, 
Bevacizumab und Alemtuzumab für die klinische Anwendung zugelassen [3, 29]. 
Deren Wirkmechanismus beruht zum einen auf der Blockade intrazellulärer 
Signalwege, welche das Tumorwachstum hemmen bzw. Apoptose induzieren und zum 
Abbildung 5: Schematischer Aufbau eines A: IgG-Antikörpers B: mit Papain verdauten IgG-
Antikörpers 
Fc – Fragment 
Hypervariable Region (Antigenbindungsstelle) 
Leichte Kette  
(light chain, L) 
Schwere Kette  
(heavy chain, H) 
Fab – Fragment Fab – Fragment 
A B 
VH 
VL 
CL 
CH1 
VH 
VL 
CL 
CH1 
CH2 CH2 
CH3 CH3 
V = Variable Region 
C = Konstante Region 
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anderen auf der Bindung/Inaktivierung bestimmter angiogener Wachstumsfaktoren des 
Tumor-Mikromilieus. Weiterhin sind Antikörper in der Lage, aufgrund ihrer 
immunmodulatorischen Eigenschaften eine verstärkte Immunantwort gegen 
Tumorzellen zu induzieren [29]. Bei der antikörpervermittelten zellulären Zytotoxizität 
(ADCC) geben sogenannte Effektor-Immunzellen zytotoxische Substanzen wie 
Perforine und Granzyme zur Auslösung der Apotose ab. Weiterhin kann über die 
Aktivierung des Komplementsystems die Phagozytose der Tumorzellen eingeleitet 
werden. Ferner führt dies zu einer langfristigen Immunisierung durch 
Kreuzpräsentation dendritischer Zellen. Diese nehmen Antigene und Peptidstrukturen 
apoptotischer Tumorzellen auf und aktivieren anschließend zytotoxische 
T-Lymphozyten. Die Effizienz der Anti-Tumor-Wirkung therapeutischer Antikörper, 
speziell bei metastasierenden Erkrankungen, kann durch Kombination mit anderen 
immunmodulatorischen Behandlungsverfahren wie Chemotherapie oder externer 
Bestrahlung weiter verbessert werden. Dies ist vorwiegend durch ein signifikant 
längeres mittleres bzw. progressionsfreies Überleben der Patientenpopulation 
gekennzeichnet [30-32]. Trotz der vielversprechenden klinischen Resultate solcher 
Kombinationstherapien steht dem immer noch eine große Gruppe von Patienten 
gegenüber, die ein nur marginales Tumoransprechverhalten aufweisen.  
 
 
3.2 Endoradionuklidtherapie mit Hilfe radiomarkierter Antikörper 
 
  Ein attraktives Verfahren zur Verbesserung des Behandlungserfolges stellt als 
Spezialfall der Endoradionuklidtherapie die Radioimmuntherapie dar. Bei dieser 
Strategie werden hochspezifische, Tumorantigen gerichtete monoklonale Antikörper 
mit α- oder β--Partikel emittierenden Radionukliden markiert und intravenös appliziert. 
Zwei auf diesem Konzept basierende zugelassene Radioimmuntherapeutika zur 
Behandlung von Non-Hodgkin`s Lymphomen sind Zevalin® ([90Y]Y-ibritumomab 
tiuxetan) und Bexxar® ([131I]I-tositumomab), welche im klinischen Einsatz ihr großes 
Potential bestätigen konnten [4, 33-36].  
 
  Ein Vorteil bei der Behandlung maligner Lymphome ist deren Strahlensensitivität, 
sodass bereits moderate Strahlendosen zu einem entsprechenden Therapieerfolg 
führen. Im Gegensatz dazu werden bei der Behandlung strahlenresistenter, solider 
Tumore hohe Aktivitätsniveaus benötigt. Aufgrund der Größe monoklonaler Antikörper 
von ca. 150 kDa weisen diese eine relativ ungünstige Pharmakokinetik auf. Besonders 
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die durch die Molekülgröße bedingte schlechte vaskuläre Permeabilität und langsame 
renale Elimination sind ein Grund für die lange Blutverweildauer von bis zu mehreren 
Tagen und deren hoher radiotoxischer Wirkung auf das Knochenmark [37-40]. Bereits 
in frühen klinischen Untersuchungen zur Evaluierung monoklonaler Antikörper als 
Radioimmundiagnostika für die Single-Photonen-Emissions-Tomographie (SPECT) 
wurde auf eine nur langsame Tumorakkumulation und einen hohen Blutbackground 
verwiesen [5, 6]. Weiterhin trägt die Charakteristik solider Tumore, wie eine sehr 
schlechte und anomale Vaskularisierung, ein hoher interstitieller Druck sowie eine 
Limitierung der Diffusion durch den extravaskulären Raum, zu einer heterogenen 
Verteilung des Antikörpers im krankhaften Gewebe bei [41-43]. Besonders der 
Zusammenhang, dass mit zunehmender Tumorgröße die massebezogene Antikörper-
Akkumulation abnimmt, ist in der Literatur ausführlich diskutiert [44, 45]. Durch die 
Verwendung kleinerer Antikörperfragmente (F(ab)2, Fab) konnte aufgrund der deutlich 
optimierten Pharmakokinetik die maximal applizierbare bzw. tolerierbare Dosis erhöht 
und die strahleninduzierte Schädigung des Knochenmarks verringert werden [46]. 
Besonders bei der Anwendung als Radioimmundiagnostika ist dies infolge des 
signifikant niedrigeren Backgrounds in Knochenmark, Leber und Milz vorteilhaft [47]. 
Allerdings ist ein therapeutischer Einsatz solcher Antikörper-Fragmente insbesondere 
wegen der deutlich geringeren Tumoranreicherung und der geringeren metabolischen 
Stabilität im Vergleich zum intakten Antikörper bisher limitiert [48]. 
 
 
3.3 Pretargeting-Konzepte zur Anwendung in der Radioimmuntherapie 
 
3.3.1 Kennzeichen des Tumor-Pretargeting 
 
  Aufgrund der pharmakokinetischen Nachteile direkt markierter Antikörper wurden 
bereits Mitte der 80er Jahre erste Konzepte zur Strategie des Pretargeting von 
Tumoren durch die Forschergruppen um Rearden et al. bzw. Goodwin et al. publiziert 
[49, 50]. Der Grundgedanke dieser Strategie umfasst dabei die Trennung der 
Applikation des Antikörpers und des diagnostisch oder therapeutisch wirksamen 
Radionuklides (siehe Abbildung 1, Seite 3). Bei diesem Konzept wird ein Antikörper-
Konjugat, welches nicht radioaktiv markiert ist, intravenös appliziert und kann sich nun 
im Tumorgewebe anreichern. Aufgrund der langen Zirkulationszeit des Antikörper-
Konjugats im vaskulären System erfolgt die Applikation der radioaktiv markierten 
Verbindung erst nach einem entsprechenden Zeitintervall von bis zu mehreren Tagen, 
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wenn die Tumorakkumulation des Antikörpers ihr Maximum erreicht hat und nicht am 
Antigen gebundenes Antikörper-Konjugat möglichst vollständig aus der Blutbahn 
eliminiert wurde. Das Hauptziel besteht darin, die durch das Radionuklid induzierten 
Strahlendosen auf gesundes Gewebe, insbesondere des Knochenmarks, im Vergleich 
zum direkten Targeting deutlich zu minimieren. Weiterhin soll über eine schnellere und 
höhere Akkumulation des Radionuklides im Tumorgewebe die absorbierte 
Strahlendosis optimiert und dadurch eine effektivere Therapie gewährleistet werden. 
Das Pretargeting-Konzept vereint dabei die hochaffinen Antigenbindungseigenschaften 
monoklonaler Antikörper mit dem Vorteil der schnellen renalen Ausscheidung kleiner 
radioaktiv markierter Moleküle.  
 
  Entscheidend für die Funktionalität des Systems ist eine möglichst schnelle, 
hochspezifische und irreversible Bindung der radioaktiv markierten Verbindung mit 
dem im Zielgewebe gebundenen Antikörper. Solche komplementären Systeme müssen 
eine hohe thermodynamische und kinetische Stabilität aufweisen. Dabei stehen 
verschiedene Ansätze wie das (Strept)avidin/Biotin System [7], bispezifische Antikörper 
[8] oder aber auch komplementäre Oligonukleotide [9] im Fokus der Wissenschaft. 
 
 
3.3.2 Pretargeting unter Nutzung bispezifischer monoklonaler Antikörper 
 
  Das prinzipiell erste Pretargeting-Konzept entstand mit dem Hintergrund, die 
biologische Halbwertszeit von Radiometallchelaten in vivo zu erhöhen [50]. Im 
Gegensatz zur Methode der direkten Markierung wurden Antikörper entwickelt, die eine 
Spezifität zu sogenannten Haptenen, in diesem Fall den Indium-Komplexen der 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) oder Dietylentriaminpentaessigsäure (DTPA), 
aufwiesen. Der Nachteil dieser Antikörper-Konstrukte bestand in der praktisch nicht 
vorhandenen Affinität zu tumorassoziierten Antigenen. Für das spezifische Pretargeting 
von Tumoren werden allerdings Antikörper benötigt, welche sowohl zum Tumorantigen 
als auch zum Hapten eine hohe Affinität aufweisen (Abbildung 6, 1. Generation). 
Solche bispezifischen monoklonalen Antikörper (bsmAk) werden entweder über 
sogenannte Quadroma-Zelllinien oder aber über das Crosslinking zweier Fab-
Domänen erhalten [51]. Erste präklinische Untersuchungen zur 111In-
Immunszintigraphie in tumortragenden Mäusen bestätigten das große Potential dieses 
Konzeptes [8]. In einer initialen klinischen Versuchsreihe zur Detektion 
metastasierender Darmtumore in 14 Patienten wurden aufgrund schneller Elimination 
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des Radiometallchelates aus der Blutbahn sehr hohe Tumor/Normalgewebe- 
Aktivitätsverteilungen erzielt [52]. Mit Hilfe dieser verbesserten Technik zur 
Tumorerkennung konnten 20 der 21 Läsionen detektiert werden. Jedoch bewirkt die 
Reversibilität der Bindung des Antikörper-Hapten-Komplexes eine nur ungenügende 
In-vivo-Stabilität und somit eine unerwünschte Entfernung aus dem Tumorgewebe [53].  
 
  Eine signifikante Verbesserung dieses Konzeptes wurde durch Le Doussal et al. 
etabliert und beruht darauf, dass radioaktiv markierte Verbindungen, welche zwei 
Haptene beinhalten, stabiler an die im Tumor gebundenen bispezifischen anti-Hapten-
Antikörper binden [54]. Dieser affinitätsverstärkende Effekt wird durch die Vernetzung 
zweier Antikörper in vivo erreicht (Abbildung 6, 2. Generation). Tatsächlich binden 
multivalente Liganden stabiler an multivalente Rezeptoren als deren monovalente 
Analoga [55]. In präklinischen Studien zur Behandlung CEA überexprimierender 
(Carcino-Embryonales-Antigen) medullärer Schilddrüsentumore (MTC) in Mäusen mit 
einem bivalenten 131I-markierten Hapten, konnte durch die französische Arbeitsgruppe 
um Kraeber-Bodéré eine deutlich verbesserte therapeutische Effizienz bei gleichzeitig 
geringerer Toxizität nachgewiesen werden [56]. Aufgrund dieser vielversprechenden 
Resultate wurden erste klinische Studien zur Evaluierung der Behandlungsparameter 
hinsichtlich Toxizität, Pharmakokinetik, Dosimetrie und Antitumorwirkung durchgeführt 
[57-59]. Die Effizienz der Therapie ist dabei stark dosisabhängig. Jedoch ist aufgrund 
dosislimitierender hämatologischer Toxizität die maximal verträgliche Aktivitätsmenge 
begrenzt. Die untersuchte Patientenpopulation wies demnach ein nur marginales 
Tumoransprechverhalten sowie einen progressiven Krankheitsverlauf auf.  
 
  Der entscheidende Nachteil der bisherigen anti-Hapten-Antikörper besteht in der 
geringen Flexibilität dieses Systems gegenüber anderen Radionukliden. Aufgrund der 
sehr hohen Spezifität der anti-Hapten-Bindungsdomäne des Antikörpers gegenüber 
einem bestimmten Radiometallchelatkomplex geht die Substitution mit einem anderen 
Radiometall meist mit dem totalen Affinitätsverlust einher. Der hohe Aufwand zur 
Generierung solcher anti-Hapten-Antikörper für verschiedenste Radionuklide steht in 
keinem Verhältnis zum Nutzen dieses Systems. Praktikabler dagegen ist die 
Entwicklung eines bispezifischen monoklonalen Antikörpers, welcher eine hohe 
Affinität gegenüber einer universellen, synthetisch hergestellten Peptidstruktur 
aufweist. In besonderen Fokus rückte dabei das Histamin-Succinyl-Glycin-Peptid 
(HSG) [60]. Es wurden di-HSG-Peptidstrukturen zur Komplexierung einer großen 
Bandbreite an therapeutisch oder diagnostisch genutzten Radionukliden wie 131I, 90Y, 
177Lu, 111In, 67/68Ga, 18F, 99mTc und 188Re entwickelt [60-65].  
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  Eine entscheidende Verbesserung gelang der Forschergruppe um Goldenberg et al. 
mit der Einführung der Dock-and-Lock-Methode (DNL) zur Herstellung bispezifischer, 
trivalenter monoklonaler Antikörper [66, 67]. Im Gegensatz zu den bisherigen 
bispezifischen monoklonalen Antikörpern besteht diese neue Generation nicht nur aus 
einer sondern aus zwei identischen Fab-Domänen zur Bindung an das 
tumorassoziierte Antigen und einer dritten zum HSG-Peptid spezifischen Domäne 
(Abbildung 6, 3. Generation). Die Bindung bzw. das Zusammenschmelzen der drei 
Fab-Domänen erfolgt über die natürlich vorkommende Bindung zwischen der 
anordnenden Untereinheit der cAMP-abhängigen Proteinkinase (PKA) und der 
verankernden Domäne (AD) der A-Kinase des Ankerproteins (AKAP). Die auf diese 
Weise hergestellten bispezifischen monoklonalen Antikörper weisen deutlich 
verbesserte Eigenschaften bezogen auf das Tumor-Targeting und -Imaging auf. 
Besonders im Vergleich mit [18F]-2-Desoxy-2-fluor-D-glukose ([18F]FDG) zur Detektion 
von Mikrometastasen sowie solider CEA überexprimierender Tumore zeichnet sich das 
Pretargeting mit bispezifischen monoklonalen Antikörpern durch eine höhere 
Sensitivität und Spezifität aus [63, 68]. Hervorzuheben ist auch der therapeutische 
Vorteil gegenüber dem direkten Targeting hinsichtlich Tumoransprechverhalten, 
HSG 
HSG 
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Dock-and-Lock Tri-Fab bsmAk 
divalentes Hapten 
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I, 
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Abbildung 6: Entwicklungsverlauf des Pretargeting-Konzeptes mit bispezifischen 
monoklonalen Antikörpern. 1. Generation: Bispezifischer Antikörper, welcher aus einem anti-
Tumor-Fab und einem anti-Hapten-Fab (Hapten = 
111
In-DTPA) besteht. 2. Generation: 
Affinitätsverstärkender Effekt durch die Vernetzung zweier Antikörper in vivo mittels eines Di-
Hapten-Derivates. 3. Generation: Mit der Einführung der Dock-and-Lock-Methode (DNL) zur 
Herstellung bispezifischer Antikörper werden Antikörper-Konjugate mit zwei identischen anti-
Tumor-Fabs und einer dritten zum HSG-Peptid (Histamin-Succinyl-Glycin-Peptid) spezifischen 
Domäne erhalten. Der Hauptvorteil besteht darin, dass über die Kupplung verschiedener 
Chelatoren an das HSG-Peptid eine große Anzahl verschiedener Metallradionuklide zur 
Anwendung kommen kann. 
Docking-
Region 
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Langzeitüberleben und Toxizität im präklinischen Tiermodell zur Behandlung von 
Darm- und Bauchspeicheldrüsenkrebs sowie des Non-Hodgkin`s Lymphoms [61, 69-
71]. Ebenso wird die zusätzliche Applikation von Chemotherapeutika bzw. 
therapeutisch wirksamer monoklonaler Antikörper als radiosensitivierende Agenzien 
diskutiert [70, 71]. Eine initiale Studie an Patienten mit einem anti-CEA bispezifischen 
monoklonalen Antikörper und 111In-markiertem di-HSG-Peptid zeigte sowohl schnelle 
Elimination aus der Blutbahn bei geringer Nierenakkumulation als auch eine gute 
Lokalisation bereits im Vorfeld detektierter Tumore bzw. Metastasen [72]. Das klinische 
Potential dieses Pretargeting-Konzeptes konnte in einer kürzlich veröffentlichten Phase 
I-Studie von Schoffelen et al. bestätigt werden [73]. Im Mittelpunkt der Untersuchungen 
an 21 Patienten mit fortschreitendem, metastasierendem kolorektalem Karzinom stand 
dabei die Dosisoptimierung der einzelnen Pretargeting-Komponenten. Verabreichte 
Aktivitätsdosen an 177Lu von 2,5 - 7,4 GBq wurden im Allgemeinen durch die 
Patientenpopulation sehr gut und ohne schwerwiegende Nebenwirkungen toleriert.  
 
 
3.3.3 Das (Strept)avidin/Biotin-System 
 
  Aufgrund der hervorragenden Bindungseigenschaften des Avidins mit Biotin und der 
bereits breiten Anwendung in biochemischen, immunologischen und 
molekularbiologischen Bereichen stellte die Arbeitsgruppe um Hnatowich et al. als 
Erste ein entsprechendes Konzept für das Pretargeting von Tumoren vor [7]. Avidin ist 
ein Bestandteil des Eiweißes vieler Reptilien-, Amphibien- und Vogeleier. Es ist ein 
relativ kleines oligomeres Glykoprotein mit einer Molmasse von ca. 65 kDa, welches 
aus vier identischen Biotin-bindenden Untereinheiten besteht (Abbildung 7A). Die 
Interaktion mit D-Biotin (Vitamin H) ist aufgrund der extrem hohen 
Assoziationskonstante von 1015 M-1 [74] als praktisch nicht reversibel einzuordnen und 
stellt eine der höchsten Bindungsaffinitäten natürlich vorkommender Systeme dar 
(Abbildung 7B). Streptavidin ist das im Bakterienstamm Streptomyces avidinii 
produzierte Analogon des Avidins mit einer ähnlichen Charakteristik zur Bindung von 
D-Biotin (Abbildung 7C). Der wesentliche Unterschied besteht darin, dass Streptavidin 
kein Glykoprotein ist und nicht wie Avidin pro Untereinheit eine einfach verzweigte 
Oligosaccharid-Kette enthält. Die in klinischen Studien beobachteten Unterschiede 
bzgl. der Pharmakokinetik beider Proteine werden durch die voneinander 
abweichenden isoelektrischen Punkte verursacht [75]. Während Avidin als basisches 
Protein bei einem pH-Wert von ca. 10 Ladungsneutralität aufweist liegt der 
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isoelektrische Punkt für Streptavidin in einem Bereich von 5-8 [76, 77]. Gerade dieser 
Unterschied bewirkt unter physiologischen Bedingungen eine „Kationisierung“ des 
Avidins und aufgrund der hohen Oberflächenladung eine schnelle renale Elimination. 
Im Gegensatz dazu ist Streptavidin nahezu ladungsneutral und weist angesichts der 
dadurch bedingten hepatobiliären Ausscheidung eine wesentlich langsamere 
Eliminationskinetik aus der Blutbahn (blood clearence) mit einer Halbwertszeit von 16 h 
auf [75]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 7: A: Dreidimensionale Struktur der tetragonalen kristallinen Form des 
Eiweißproteins Avidin in seinem funktionalen Komplex mit Biotin [78], B: Strukturformel von 
Biotin, C: Dreidimensionale kristalline Struktur des Streptavidin-Biotin-Komplexes [79] 
 
  In dem von der Mailänder Arbeitsgruppe um Paganelli et al. entwickelten zunächst 
zweistufigen Pretargeting-Ansatz wurden mittels eines Biotin modifizierten Antikörpers 
und eines 111In-markierten Streptavidins in einer initialen klinischen Studie 
Eierstocktumore in 15 Patienten erfolgreich detektiert [80]. Dennoch stellt die nur sehr 
langsam erfolgende Elimination des 111In-Streptavidins aus dem vaskulären System 
einen limitierenden Faktor dar. Angesichts der ultrahohen Bindungsaffinität des Biotins 
zum Avidin ist die für Pretargeting-Anwendungen übliche zweistufige Konfiguration 
unvorteilhaft, weil das radioaktiv markierte Streptavidin primär an den im Blutkreislauf 
zirkulierenden Antikörper bindet und damit die Wahrscheinlichkeit, den Tumor zu 
erreichen, minimiert wird. Die Entwicklung eines dreistufigen Pretargeting-Ansatzes 
unter Einbeziehung eines sogenannten clearing steps war demnach essentiell. Die 
Konfiguration, bestehend aus der zeitlich getrennten Applikation von Biotin-
modifizierten monoklonalen Antikörpern, Avidin als clearing agent und 111In-markiertem 
Biotin, wurde erstmalig durch Paganelli et al. an 20 CEA positiven Patienten evaluiert 
[81]. Dabei entfernt das clearing agent nicht nur den zirkulierenden Antikörper aus der 
Blutbahn, sondern besetzt auch die Biotin-Bindungsstellen des im Tumor lokalisierten 
Antikörpers. Avidin ist zwar aufgrund der schnellen Pharmakokinetik als clearing agent 
sehr gut geeignet, doch hat Streptavidin hinsichtlich seiner langen Blutverweildauer ein 
A B C 
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größeres Potential zur Sättigung des Biotin modifizierten Antikörpers im Tumor. Ein 
entsprechendes vierstufiges Pretargeting-Protokoll mit sequentieller Applikation von 
Avidin und Streptavidin wurde an 30 Patientinnen mit Eierstockkrebs getestet [82]. Es 
konnten alle Läsionen ohne ein einziges falsch negatives Ergebnis detektiert werden. 
In einer initialen Phase I/II-Therapiestudie wurden 48 Patienten, welche an einem 
anaplastischen Astrozytom oder Glioblastom (Grad III/IV-Gliom) erkrankt waren, mit 
einem anti-Tenascin-Antikörper und [90Y]Y-DOTA-Biotin behandelt [83]. Dabei zeigten 
zwölf Patienten eine deutliche Reduktion der Tumormasse (davon drei komplettes 
Ansprechverhalten) und über 50% der Probanden eine Stabilisierung ihres 
Krankheitszustandes. Die maximal applizierbare therapeutische Dosis wurde bei 
vertretbarer hämatologischer Toxizität auf eine Aktivitätsmenge von 2,22 GBq/m2 
festgelegt. In einer weiteren Studie konnte ein signifikanter Therapievorteil bei der 
Patientenpopulation festgestellt werden, die neben der chirurgischen Entfernung des 
Primärtumors und anschließender Radiotherapie mit dem Pretargeting-Konzept 
behandelt wurden [84]. Dabei betrug die mittlere Überlebensrate der 
Glioblastomgruppe 33,5 Monate im Vergleich zur Kontrollgruppe mit acht Monaten. Für 
die Probanden mit anaplastischem Astrozytom war keine mittlere Überlebensrate 
ermittelbar, da während des Untersuchungszeitraumes nur zwei Patienten verstarben 
(Kontrollgruppe 33 Monate). 
 
  Ein anderes dreistufiges Pretarting-Konzept zur Behandlung von Magen- und 
Darmtumoren sowie von Non-Hodgkin`s Lymphomen wurde durch die NeoRx 
Corporation (Seattle, USA) entwickelt. Die zeitlich getrennte Applikationsfolge bestand 
aus einem Streptavidin konjugierten monoklonalen Antikörper, Biotin modifiziertem 
Galaktosamin oder Serumalbumin als clearing agents und [90Y]Y-markiertem Biotin. 
Aufgrund sehr vielversprechender therapeutischer Resultate im präklinischen 
Tiermodell wurde das Konzept in klinischen Studien weiter entwickelt [85, 86]. Das Ziel 
initialer Phase I-Studien bestand vor allem in der Ermittlung von Normal- und 
Tumorgewebsdosen sowie der Festsetzung von Grenzwerten im Hinblick auf die 
maximal zu applizierende Aktivitätsmenge [87, 88]. Ermittelt wurden beispielsweise die 
dosisabhängigen Auswirkungen auf den Gastrointestinaltrakt, das Knochenmark und 
die Nieren. Die therapeutische Effizienz dieses optimierten dreistufigen Protokolls 
wurde in einer Phase II-Studie bestehend aus 25 Patienten mit metastasierendem 
kolorektalen Karzinom untersucht [89]. Jedoch zeigten nur 8% der Probanden ein 
Tumoransprechverhalten. Limitierend wirkte sich aus, dass der in dieser Studie 
verwendete anti-EpCam-Antikörper sowohl an das gastrointestinale Epithel gesunder 
Zellen bindet als auch eine Kreuzreaktivität zu den Nierentubuli aufweist. Die bei über 
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80% der Probanden auftretende starke Diarrhoe war dosislimitierend. Im Gegensatz 
dazu zeigte eine Phase I/II-Studie an 10 Patienten zur Behandlung von Non-Hodgkin`s 
Lymphom mit einem anti-CD20-Antikörper (Rituximab) gute Ergebnisse [90]. Von den 
sieben Patienten, die eine therapeutische Dosis erhielten, zeigten drei ein komplettes 
und einer ein partielles Tumoransprechverhalten. Hervorzuheben ist auch die 
Entwicklung eines Klonierungsverfahrens zur Herstellung eines tetrameren 
Streptavidin-Fusionproteins in Escherichia coli mit dem Ziel der weiteren Verbesserung 
der Tumor/Normalgewebe-Aktivitätsverteilungen bzw. der Erhöhung der im Tumor 
applizierbaren Aktivitätsdosis [91]. Erste klinische Untersuchungen an Patienten mit 
Non-Hodgkin`s Lymphom und metastasierendem kolorektalen Karzinom wurden 
durchgeführt [92, 93]. 
 
  Trotz der bereits relativ umfangreichen klinischen Erfahrung wird die Eignung des 
(Strept)avidin-Biotin-Systems für das Pretargeting von Tumoren besonders in der 
Literatur kontrovers diskutiert [94, 95]. Ein großes Problem stellt dabei die 
Immunogenität des Avidins und Streptavidins dar. Dies limitiert besonders im 
klinischen Einsatz die Anzahl der Behandlungszyklen aufgrund der Bildung von Anti-
(Strept)avidin-Antikörpern [96]. Weitere Studien in tumortragenden Mäusen weisen 
darauf hin, dass endogenes Biotin die Bindungsstellen des Streptavidin modifizierten 
Antikörpers bereits in der Verteilungsphase sättigt [97, 98]. Daraus resultiert eine 
signifikant geringere Tumoraufnahme des später applizierten radioaktiv markierten 
Biotins. Solche Effekte könnten bei der Anwendung am Menschen geringer ausfallen, 
aufgrund des geringeren Biotin-Gehaltes im Serum (Maus 4 µg/l, Mensch 0,4-1,2 µg/l) 
[97, 99]. Möglichkeiten zur Verringerung dieser Sättigung könnte eine Biotin freie Diät 
der Patienten oder die Applikation einer größeren Menge an Streptavidin im Vorfeld der 
Behandlung sein. Limitierend für den klinischen Einsatz ist weiterhin die Komplexität 
der Applikationsfolge der einzelnen Agenzien aufgrund der Notwendigkeit eines 
clearing steps zur Elimination von zirkulierendem Antikörper aus der Blutbahn.  
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3.3.4 Komplementäre Oligonukleotide 
 
3.3.4.1 D-Konfigurierte Oligonukleotid-Derivate als komplementäres System für 
Pretargeting-Anwendungen 
 
  Spätestens seit der Entwicklung geeigneter Verfahren zur Herstellung sogenannter 
Antisense-Oligonukleotide und Aptamere werden Nukleinsäuren als potentielle 
Wirkstoffe in der Gentherapie, bei Tumorerkrankungen oder viralen Infektionen 
eingesetzt [100, 101]. Synthetische, zueinander komplementäre Nukleinsäure-
Einzelstränge gelangten erstmalig Mitte der 90er Jahre in den Fokus des 
radiopharmazeutischen Interesses als In-vivo-Erkennungsmotiv für das Pretargeting 
von Tumoren [9]. Sowohl die hohe Spezifität und Affinität zum komplementären Strang 
als auch die sehr vorteilhafte Hybridisierungskinetik prädestinieren dieses System für 
diesen Anwendungsbereich. Erste In-vitro-Hybridisierungsuntersuchungen solcher 
Antikörper-Oligonukleotid-Konjugate mit dem radioaktiv markierten komplementären 
D-Oligonukleotid bestätigten die Spezifität der Hybridisierung am Immunkomplex [102]. 
Limitierend wirkt sich dagegen die nur unzureichende In-vivo-Stabilität D-konfigurierter 
Oligonukleotide auf einen möglichen Pretargeting-Einsatz aus. Besonders die 
natürliche Phosphorsäurediester-Konfiguration des Phosphatrückgrates der 
Oligonukleotid-Sequenz wird durch Nukleasen im biologischen Medium enzymatisch 
schnell zu kurzkettigeren Derivaten abgebaut [103-105]. Modifizierungen am 
Phosphatrückgrat, wie die Einführung von Phosphorthioaten, Methylphosphonaten 
oder Phosphorsäuremonomethyltriestern zeigen eine Stabilitätserhöhung, haben aber 
auch einen erheblichen Einfluss auf Pharmakokinetik, unspezifische Proteinbindung, 
Hybridstabilität und Löslichkeit der Nukleinsäure-Einzelstränge (Abbildung 8) [100, 
104-106]. Im Gegensatz zu Desoxyribonukleinsäuren (DNA) ist eine Erhöhung der 
Nukleasestabilität von Ribonukleinsäuren (RNA) auch durch Substitution der 
2‘-Hydroxylgruppe der Ribose durch 2’-Fluor-, 2‘-Amino- oder 2‘-O-Methyl-
Funktionalitäten möglich (Abbildung 8) [100]. Auch sogenannte locked nucleic acids 
(LNA‘s), welche durch eine Verbrückung des 2'-Sauerstoffs und des 4'-Kohlenstoffs der 
Ribose-Einheit charakterisiert sind, wurden kürzlich als potentielles In-vivo-
Erkennungsmotiv für Pretargeting-Anwendungen vorgeschlagen (Abbildung 8) [107]. 
Bedeutende Neuerungen auf dem Gebiet stabiler Nukleinsäure-Einzelstränge 
gelangen mit der Entwicklung komplementärer Peptid- (PNA’s) und Morpholino-
Oligonukleotide (MORF‘s) (Abbildung 8) [108-110]. Charakteristisch hierfür ist die 
Substitution des [Phosphorsäure-bis(riboseester)]-Rückgrats natürlicher 
Oligonukleotide durch ein ungeladenes (2-Aminoethyl)glycin- (PNA) oder 
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(Phosphorsäure-morpholinamid-dimethylamid)-Analogon (MORF). Beide Substanz-
klassen erwiesen sich als außerordentlich stabil gegenüber der durch Nukleasen und 
Proteasen katalysierten Spaltung der Nukleotidsequenz [111]. Eine Gegenüberstellung 
der beschriebenen Modifikationen ist in Abbildung 8 dargestellt. Entscheidende 
Weiterentwicklungen komplementärer PNA- und MORF-Derivate für das Pretargeting 
von Tumoren sind vor allem mit der Arbeitsgruppe um Hnatowich et al. verbunden.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Trotz vielversprechender In-vivo-Untersuchungen im Tiermodell, welche den PNA’s 
eine hohe Bindungsaffinität und Stabilität sowie eine adäquate Pharmakokinetik 
attestierten, konnte sich dieses System als Erkennungsmotiv für das Pretargeting nicht 
durchsetzen [112, 113]. Ausschlaggebend hierfür war die bessere Wasserlöslichkeit 
sowie kommerzielle Verfügbarkeit der Morpholino-Oligonukleotide [111]. Im direkten 
Vergleich einer sequenzanalogen 99mTc-markierten 15mer-PNA und eines 15mer-
MORF-Konjugates ist das MORF-Derivat, aufgrund der durch die hydrophilere Struktur 
des Rückgrates induzierte vorwiegend renale Ausscheidungscharakteristik, zu 
favorisieren [111]. Belegt wird dies durch eine etwas schnellere Bluteliminierung, 
geringere Leber- und Milz- sowie höhere Nierenakkumulation.  
 
  Erste In-vivo-Pretargeting-Studien wurden mit einem hochaffinen 18mer-MORF-
derivatisierten anti-CEA-Antikörper (MN14) an LS174T tumortragenden Mäusen 
durchgeführt [114]. Die intravenöse Applikation des 99mTc-markierten komplementären 
MORF-Konjugates erfolgte 48 h später. Die Eignung dieses Systems für das 
Abbildung 8: Struktur und Stabilisierungsmöglichkeiten einzelsträngiger Nukleinsäuren 
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Pretargeting von Tumoren konnte aufgrund der hohen Tumoranreicherung der 
radioaktiv markierten Verbindung (2% ID/g) bei schneller renaler Filtration und geringer 
Restkörperakkumulation (11% ID nach 24 h) bestätigt werden. Infolge dieser 
Versuchsreihe veröffentlichten Hnatowich et al. eine Reihe von Publikationen, die sich 
mit der Optimierung dieses Pretargeting-Konzeptes im Tiermodell beschäftigten. Im 
besonderen Fokus stand dabei der Einfluss der Kettenlänge und Basensequenz auf 
die Pharmakokinetik 99mTc-markierter MORF’s [115, 116].  Beispielsweise führte der 
Austausch der Nukleobase Cytosin durch Adenin in der originalen 18mer-Leitstruktur 
zur Senkung der Nierenakkumulation um 50% (4,1% ID/Niere vs. 2,0% ID/Niere) [116]. 
Auch die Synthese neuer multivalenter MORF-Derivate [117-119] sowie die Erhöhung 
des MORF-Beladungsgrades des Antikörpers [120] trugen zur weiteren Verbesserung 
des Systems bei. 
 
  Angesichts der Komplexität zweistufiger Pretargeting-Ansätze entwickelten Hnatowich 
et al. auf Grundlage zahlreicher radiopharmakologischer Daten ein semi-empirisches 
Modell zur Ermittlung der optimalen Parameter hinsichtlich des Pretargeting-Intervalls, 
der  Detektionszeit, der Dosis des Antikörpers und der radioaktiv markierten 
Verbindung sowie zur Vorausberechnung der zu erwartenden Tumor- und 
Organverteilungen [121-125]. Wichtig ist dabei, alle Variablen so aufeinander 
abzustimmen, dass das radioaktiv markierte MORF-Konjugat maximal im Tumor 
akkumuliert sowie am im Tumor lokalisierten Antikörper hybridisiert bei einem 
möglichst geringen Tumor/Nichttumor-Aktivitätsverhältnis. Pretargeting-Studien an 
LS174T-Tumormäusen mit drei unterschiedlichen MORF-konjugierten Antikörpern 
(MN14, CC49 und B72.3) bestätigten die These, dass die Tumorakkumulation der 
radioaktiv markierten Verbindung unabhängig vom verwendeten Antikörper ist [124]. 
Therapiestudien mit 188Re-markierten MORF-Derivaten im Mausmodell mit den beiden 
Antikörpern MN14 und CC49 wiesen einen signifikanten Therapievorteil der 
Pretargeting-Gruppe im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollgruppen auf [126, 
127]. Hnatowich et al. erkannten außerdem, dass die maximale prozentuale 
Tumorakkumulation des Antikörpers sowie der radioaktiv markierten Verbindung mit 
zunehmender Tumorgröße zwar abnimmt, aber dessen Verhältnis zueinander stets 
konstant ist [125]. Dieser Zusammenhang trägt zur Vereinfachung der komplexen 
Berechnungsmodelle gerade im Hinblick auf zukünftige klinische Applikationen dieses 
Pretargeting-Konzeptes bei. Theoretische Betrachtungen veranlassten Hnatowich et al. 
zu der These, dass dieses semi-empirische Modell universell für verschiedene 
Antikörper/radioaktiv markierte Verbindungspaarungen und sogar unterschiedliche 
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Targetmodelle sein könnte [125]. Der experimentelle Beweis für die Allgemeingültigkeit 
dieser These steht nach jetzigem Forschungsstand allerdings noch aus. 
 
 
3.3.4.2 L-Konfigurierte Oligonukleotid-Derivate als potentielle und stabile 
Komponenten für das Pretargeting von Tumoren 
 
  Als komplementäres Erkennungsmotiv rückten synthetisch hergestellte 
spiegelbildliche Oligonukleotide alsbald in den Fokus der Radiopharmazie. Diese 
unterscheiden sich von ihren natürlichen D-konfigurierten Analoga durch die in der 
Natur praktisch nicht vorkommende L-Konfiguration der Ribose bzw. 2‘-Desoxyribose. 
Charakteristisch ist die für D- bzw. L-Nukleoside umgekehrte optische 
Rotationsdispersion [128]. Daraus resultierend werden in der Zirkulardichroismus-
Spektroskopie inverse Absorptionsspektren spiegelbildlicher Oligonukleotide erhalten 
[129, 130]. Es konnte nachgewiesen werden, dass die Hybridisierung zweier 
zueinander komplementärer L-Oligonukleotide bei niedrigen Salzkonzentrationen zu 
einer linksgängigen doppelhelicalen Konformation führt [129]. Aufgrund der chiralen 
Unterschiede D- und L-konfigurierter Oligonukleotide (D-Oligonukleotide bilden eine 
rechtsgängige und L-Oligonukleotide eine linksgängige Helix aus) ist eine 
Hybridisierung zueinander spiegelbildlicher Strukturen ausgeschlossen [12]. Demnach 
sollten L-Oligonukleotide keine Spezifität zu natürlichen Oligonukleotid-Strukturmotiven 
im Organismmus aufweisen. 
 
  Im Hinblick auf die In-vivo-Stabilität stellen spiegelbildliche Oligonukleotide eine 
deutliche Verbesserung dar [10, 131]. Begründet in der Stereoselektivität von Enzymen 
sind L-Oligonukleotide keine Substrate von DNA- bzw. RNA-Polymerasen. Klußmann 
et al. und Nolte et al. konnten zeigen, dass zwei L-RNA-Derivate bestehend aus 58 
bzw. 38 Basenpaaren nach einer Inkubationszeit von über 60 h in humanem Serum 
kein Anzeichen eines enzymatischen Abbaus aufwiesen, während die D-konfigurierten 
Analogons schon nach wenigen Sekunden nicht mehr nachweisbar waren [10, 131]. 
PET-Untersuchungen (Positronen-Emissions-Tomographie) zweier 18F-markierter 
25mer L-RNA- und L-DNA-Derivate in Pavianen durch Boisgard et al. bescheinigten 
besonders im Hinblick auf das Pretargeting eine vorteilhafte Pharmakokinetik [132]. 
Nach einer sehr schnellen Verteilungsphase von wenigen Minuten erfolgte die 
Elimination beider Derivate ausschließlich renal. Hervorzuheben ist auch die nur sehr 
geringe unspezifische Gewebsakkumulation. In Urinproben 360 min p.i. konnten noch 
68% intakte [18F]F-L-RNA bzw. 75% intakte [18F]F-L-DNA nachgewiesen werden. An 
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hochauflösenden „Autoradiogrammen“ von Nierenschnitten männlicher Sprague-
Dawley-Ratten wurde nachgewiesen, dass die intravenös applizierte [125I]I-L-RNA 
vorwiegend in den Tubuli der Nierenrinde resorbiert wird [132]. Weiterhin konnte 
anhand von In-vivo-Untersuchungen in Kaninchen mit einer 67mer-L-DNA das nur 
geringe immunogene Potential dieser Substanzklasse belegt werden [11]. Hinsichtlich 
dieser vorteilhaften In-vivo-Charakteristik sowie der hohen Hybridstabilität 
spiegelbildlicher Oligonukleotide und der guten Wasserlöslichkeit ist dieses System ein 
hervorragender Kandidat um als hochaffines Erkennungsmotiv für das Pretargeting von 
Tumoren zum Einsatz zu kommen. 
 
 
3.3.4.3 Pretargeting-Konzept mit L-konfigurierten Oligonukleotiden – Bisherige 
Arbeiten im HZDR 
 
  In ersten Arbeiten zur Etablierung L-konfigurierter Oligonukleotide stand vorrangig die 
Entwicklung der Radionuklid markierten Verbindung im Fokus. Schlesinger erarbeitete 
Strategien zur Markierung von L-Oligonukleotiden mit den Radionukliden 86Y, 90Y und 
68Ga. Besonders die 86Y-Markierung einer DOTA modifizierten 12mer-L-RNA stellt 
diesbezüglich das erste literaturbeschriebene Beispiel hinsichtlich der Komplexierung 
von Chelator derivatisierten L-Oligonukleotiden mit dem Positronen emittierenden 
Radionuklid dar [133]. Außerdem wurde für zukünftige Pretargeting-Ansätze eine 
17mer-L-DNA-Leitstruktur vorgeschlagen, die bezüglich der Basensequenz nach 
Gesichtspunkten der Pharmakokinetik und der Hybridstabilität ausgewählt wurde. In 
ersten radiopharmakologischen Untersuchungen an gesunden männlichen Wistar-
Ratten bzw. HT29-Xenograft-Tumormäusen konnte sowohl die 86Y-markierte DOTA-
12mer-L-RNA als auch die 86Y-markierte DOTA-17mer-L-DNA durch eine sehr hohe 
In-vivo-Stabilität überzeugen. In Urinproben und Proben von Nierenhomogenaten 
wurde 60 min nach der Injektion (p.i.) noch 80% intaktes Derivat nachgewiesen.  
 
  Zudem attestierten In-vitro-Untersuchungen eine sehr schnelle Hybridisierungskinetik 
sowie eine hohe Schmelztemperatur des 17mer-L-DNA/17mer-L-RNA-Hybrids von 
68°C bei niedriger Na+-Konzentration (32 mM) und 77°C bei hoher Na+-Konzentration 
(122 mM). Ein generelles Problem einsträngiger L-konfigurierter Oligonukleotide ist die 
sehr hohe Nierenakkumulation und die geringe biologische Halbwertszeit im Blut. 
Außer in den Nieren wurde in keinem anderen Organ eine Akkumulation von 
[86Y]Y-DOTA-17mer-L-DNA registriert. Bereits nach 5 min lag der SUV in den Nieren 
bei einem Wert von rund 27 und sank im untersuchten Zeitraum von 48 h auf einen 
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Wert von ca. 18 (Abbildung 9). Somit stellen die strahlensensitiven Nieren das 
dosislimitierende Organ für therapeutische Applikationen dar. Für die erfolgreiche 
Nutzung dieses Pretargeting-Konzeptes ist demnach die Senkung der 
Nierenakkumulation sowie die Erhöhung der Blutverweildauer ein entscheidender 
Faktor. 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Zur Einflussnahme auf das radiopharmakologische Profil wurde die 17mer-L-DNA-
Leitstruktur durch Förster systematisch mit Polyethylenglykol-Einheiten (PEG) von 
2-20 kDa an der 3‘-Position kovalent gebunden. Das Ziel bestand darin, durch die 
Erhöhung der Molmasse und des hydrodynamischen Radius der 17mer-L-DNA mit 
Hilfe eines PEG-Substituenten nicht nur die renale Filtration zu verringern sondern 
auch die Verweildauer im Blutkreislauf zu verlängern. Die Beeinflussung der 
Pharmakokinetik von Mikropartikeln, Proteinen und Polypeptiden mit biokompatiblen 
Polymeren ist in der Pharmazie eine etablierte Methode [134, 135]. Erste In-vivo-
Untersuchungen an PEGylierten Aptameren demonstrierten das große Potential zur 
gezielten Steuerung der Pharmakokinetik dieser Substanzklasse [136, 137]. 
Beispielsweise konnte durch Konjugation mit einer 20 bzw. 40 kDa PEG-Einheit die 
Nierenakkumulation eines 32mer Aptamers deutlich verringert und die 
Abbildung 9: Bioverteilungsdaten von [
86
Y]Y-DOTA-17mer-L-DNA, A: Aktivitätsverteilungsprofil 
der einzelnen Organe in SUV (n=4), B: Berechneter Anteil der injizierten Aktivitätsmenge (% ID) 
im Urin (n=4) [13] 
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Plasmazirkulationszeit wesentlich verbessert werden [136]. Ähnliche Ergebnisse 
wurden auch für die PEGylierung eines 67mer Spiegelmers erhalten [11]. Besonders 
die Eigenschaft größerer PEG-Substituenten, welche eine sogenannte 
„Konformationswolke“ ausbilden, trägt aufgrund sterischer Abschirmung und 
Maskierung der Ladung zu einer höheren thermischen und physikalischen Stabilität der 
Wirkstoffmoleküle bei [134]. Eine höhere Löslichkeit sowohl in wässrigen als auch in 
organischen Lösungsmitteln sowie geringe Immunogenität, Antigenität und Toxizität 
sind weitere Vorteile.  
 
  Für die radiopharmakologischen Untersuchungen der PEGylierten 17mer-L-DNA-
Leitstruktur wurden neue Maleinimid funktionalisierte NOTA- und kommerziell 
erhältliche DOTA-Chelatorsysteme an den Mercaptohexyl-Linker an der 5‘-Position 
gebunden [14, 138]. Bioverteilungs- und PET-Studien wurden mit den beiden 
Positronen emittierenden Radionukliden 64Cu und 68Ga durchgeführt. Mit 
zunehmendem PEGylierungsgrad von 2 auf 20 kDa weist das Bioverteilungsprofil in 
gesunden Wistar-Ratten 60 min nach der Injektion eine deutliche Verringerung der 
Nierenakkumulation von 52% ID auf 7% ID für die 68Ga-Derivate (Abbildung 10) und 
von 56% ID auf 7% ID für die 64Cu-Derivate auf [14, 138, 139]. Bis zu einer PEG-
Molmasse von 10 kDa ist die sehr geringe Leberakkumulation von 2-4% ID als 
unspezifisch anzusehen. In allen anderen Geweben und Organen wurde eine sehr 
geringe Aktivitätsanreicherung von < 1% ID registriert. Weiterhin konnte mittels 
dynamischer PET-Scans des sehr gut durchbluteten Herzmuskels ein Anstieg der 
Blutzirkulationszeit mit zunehmender PEG-Molmasse festgestellt werden (2 kDa und 
5 kDa = 11 min; 10 kDa = 28 min; 20 kDa = 39 min). 
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  Wichtig war die Erkenntnis, dass die radiopharmakologischen Profile ausschließlich 
vom PEGylierungsgrad abhängig waren. Weder der verwendete Chelator (NOTA oder 
DOTA) noch das eingesetzte Radionuklid (68Ga oder 64Cu) zeigten einen signifikanten 
Einfluss auf die Aktivitätsverteilung in vivo. Gerade diese Flexibilität ermöglicht den 
Einsatz verschiedener Radionuklidpaarungen wie 64/67Cu, 68Ga, 86/90Y, 111In und 177Lu 
besonders im Hinblick auf eine individuelle Tumortherapie und Dosimetrie. Dabei kann 
das zur jeweiligen Tumorcharakteristik passende therapeutisch wirksame Radionuklid 
hinsichtlich seiner kernphysikalischen Eigenschaften wie Halbwertszeit sowie Art und 
Energie der Strahlung ausgewählt werden. Als Kandidat für das Pretargeting 
kristallisierte sich angesichts der sehr vorteilhaften Pharmakokinetik (niedrige Nieren- 
und Leberakkumulation sowie eine adäquate Plasmazirkulationszeit) das 68Ga- bzw. 
64Cu-markierte Derivat NOTA-1a-L-DNA-10k, in der weiteren Arbeit als NOTA-L-DNA-
10kDa-PEG 6d bezeichnet, sowie DOTA-L-DNA-10kDa-PEG heraus. Inwieweit sich 
dieses Derivat in ersten In-vivo-Pretargeting-Untersuchungen bewährt, soll als ein Teil 
dieser Arbeit untersucht werden. 
 
Abbildung 10: Bioverteilungsdaten von [
68
Ga]Ga-NOTA-1a-L-DNA-(2-20)k und [
68
Ga]Ga-
NOTA-2d-L-DNA-5k in % ID (n=4) [14] 
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3.4 Der epidermale Wachstumsfaktor Rezeptor (EGFR) als potentielles 
Target für Pretargeting-Anwendungen 
 
3.4.1 Die Biologie des EGFR und dessen Funktion in der Onkogenese 
 
  Der intrazelluläre Signalweg des bereits 1980 charakterisierten epidermalen 
Wachstumsfaktor Rezeptors (EGFR) ist einer der bedeutendsten und am meisten 
erforschte Weg zur Signaltransduktion, welcher die Proliferation, Apoptose und 
Differenzierung mammaler Zellen reguliert [140, 141]. Dabei umfasst die Familie der 
Rezeptor-Tyrosinkinasen eine homologe Reihe von vier Rezeptoren bestehend aus 
EGFR, ErbB2 (HER2), ErbB3 (HER3) und ErbB4 (HER4) [142]. Die ErbB-Rezeptoren 
sind membrangängige Glykoproteine mit einer Molmasse von ca. 170 kDa, die aus 
einer extrazellulären Ligand bindenden Domäne, einem transmembranen Segment und 
einer intrazellulären Tyrosinkinase-Domäne (TK) bestehen [142]. Eine Aktivierung des 
EGFR erfolgt erst nach Bindung typischer endogener Liganden wie EGF, TGF-α oder 
Amphiregulin. Je nach Ligand kommt es dabei zu einer Homo- oder 
Heterodimerisierung der ErbB-Rezeptoren [142]. Die durch Rezeptordimerisierung 
hervorgerufene Phosphorylierung der intrazellulären Tyrosinkinase-Domäne initiiert in 
Folge dessen eine Phosphorylierungskaskade zur Signalübertragung. Die wichtigsten 
Signalkaskaden sind Ras/Raf/MAPK (Mitogen aktivierte Proteinkinase) [143], PI3K/Akt 
(Phosphatidylinositol-3-Kinase) [144, 145] sowie die Stress aktivierte Proteinkinase, 
welche den Proteinkinase C [146] und JAK/STAT [147] Signalweg beinhaltet. Dabei 
wird über das komplexe Netzwerk der intrazellulären Signalwege die Transkription 
verschiedener Zielgene im Zellkern beeinflusst und Prozesse wie Proliferation, 
Zellwachstum, Zellzyklus, Apoptose, Angiogenese und die Differenzierung von Zellen 
gesteuert (Abbildung 11).  
 
  Darüber hinaus führt die Aktivierung des Rezeptors zur Endozytose vermittelten 
Internalisierung des EGFR [148]. Je nach Konzentration des aktivierenden Effektors 
erfolgt dieser Prozess entweder Clathrin (geringe Ligandkonzentration) oder Ubiquitin 
abhängig (hohe Ligandkonzentration). Besonders die Ubiquitin vermittelte 
Internalisierung korreliert mit einer verstärkten Degradation des EGFR in den 
Lysosomen und einer Verringerung der Rezeptordichte auf der Zelloberfläche. Dabei 
kann nicht abgebauter Rezeptor durch Hypophosphorylierung des im Endosomen 
lokalisierten EGFR wieder an der Zelloberfläche über einen Recyclingprozess 
präsentiert werden [149]. Weiterhin weisen neue Erkenntnisse darauf hin, dass der 
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EGFR infolge einer Stressexposition, beispielsweise durch Bestrahlung, Hypoxie oder 
oxidativen Stress, im Zellkern lokalisiert werden kann [150]. Die perinukleäre 
Anreicherung des EGFR nach Verschmelzen des Endosoms mit der Membran des 
endoplasmatischen Retikulums (ER) dient als Reservoir für den Kerntransport des 
Rezeptors. Der nukleäre EGFR agiert zum einen als Transkriptionsfaktor für zellzyklus- 
und proliferationsrelevante Proteine und reguliert zum anderen die Aktivität von 
wichtigen Enzymen für die DNA-Reparatur. 
 
 
 
 
  Der EGFR wird in Kopf-/Halstumoren, Glioblastomen sowie in Brust-, Lungen-, 
Blasen-, Prostata- und Kolorektalkarzinomen überexprimiert [151]. In klinischen 
Studien konnte festgestellt werden, dass Tumore mit einer erhöhten EGFR-Expression 
durch einen aggressiveren Krankheitsverlauf und einer schlechteren 
Langzeitüberlebens-Prognose für den Patienten charakterisiert sind [152, 153]. 
Besonders die Kooperation des Rezeptors mit ErbB2 hat einen entscheidenden 
Einfluss auf das tumorigene Potential [154, 155]. EGFR/ErbB2-Heterodimere bilden 
sehr stabile Ligand-Rezeptor-Komplexe aus, die eine anhaltende Signaltransduktion 
Abbildung 11: Signalweiterleitung infolge Ligand abhängiger Aktivierung des EGFR 
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antiapoptotischer (PI3K/Akt) und proliferationsfördernder (MAPK) Signalwege 
bewirken. Darüber hinaus sind sowohl die Disregulation bzw. Mutation wichtiger 
Schlüsselenzyme als auch die Synthese eigener Wachstumsfaktoren wie TGF-α 
(autokrine Stimulation) weitere entscheidende Faktoren der Onkogenese [155]. 
Beispielsweise ist eine in Glioblastomen häufig auftretende Mutation der 
extrazellulären Domäne des EGFR (EGFRvIII-Mutation) trotz fehlender Ligandbindung 
durch eine dauerhaft aktivierte Tyrosinkinase charakterisiert [156]. Punktmutationen 
der Tyrosinkinase-Domäne des Exons 19 oder 21 treten häufig in nicht-kleinzelligen 
Bronchialkarzinomen (NSCLC) auf [157, 158]. Die hohe Resistenz dieser Tumore 
gegenüber Zytostatika und Strahlentherapie ist auf eine verbesserte DNA-Reparatur 
zurückzuführen, welche über eine Aktivierung der EGFR abhängigen Signalwege [159] 
oder aber über die Translokalisation des Rezeptors im Zellkern initiiert wird [150]. 
Therapeutische Ansätze zur Inhibierung der EGFR-Signalkaskade basieren entweder 
auf der extrazellularen Blockade des Rezeptors durch Antikörper wie Cetuximab oder 
der intrazellulären Hemmung der Tyrosinkinase-Domäne durch Tyrosinkinase-
Inhibitoren wie Gefitinib oder Erlotinib [160, 161]. 
 
 
3.4.2 Der anti-EGFR-Antikörper Cetuximab 
 
  Als klinisch zugelassenes Tumortherapeutikum wird der chimäre monoklonale 
Antikörper Cetuximab (Handelsname Erbitux®) bei der Behandlung des 
metastasierenden kolorektalen Karzinoms und des lokal fortgeschrittenen Karzinoms 
des Kopfes und Halses besonders in Kombination mit Zytostatika oder einer 
Strahlentherapie angewandt [3]. Der primäre Wirkmechanismus von Cetuximab, 
welcher an die extrazelluläre Domäne III des EGFR bindet, beruht auf der Inhibierung 
der Ligandbindung und Rezeptordimerisierung [162]. Aufgrund der Bindung von 
Cetuximab wird der EGFR in seiner angebundenen Konformation konserviert. Damit 
wird die für die Rezeptordimerisierung notwendige gestreckte Konformation des EGFR, 
welche infolge der Bindung von EGF an die jeweiligen Epitope von Domäne I und III 
ausgebildet wird, sterisch blockiert und die Phosphorylierung der Tyrosinkinase-
Domäne innerhalb der Zelle gehemmt.  
 
  Der Anti-Tumoreffekt und Einfluß von Cetuximab auf die Proliferation ist durch 
folgende Merkmale charakterisiert: Zellzyklusarrest in der G1-Phase, 
Herunterregulierung pro-angiogener und pro-metastasierender Faktoren, 
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Hochregulation pro-apoptotischer Faktoren, Antikörper induzierte zelluläre Zytotoxizität 
(ADCC) sowie Internalisierung und Degradation des Rezeptors [161, 163]. In der 
klinischen Anwendung wird Cetuximab aufgrund seiner EGFR inhibierenden 
Eigenschaften vorrangig als radio- und zytostatikasensitvierendes Agens eingesetzt 
[32, 164]. 
 
  Aufgrund der deutlich höheren Bindungsaffinität zum EGFR (KD = 0,1-0,2 nM [165]) 
als die endogenen Liganden EGF (KD = 0,6 nM [166]) und TGF-α (KD = 9,2 nM [166]) 
ist Cetuximab ein vielversprechender Kandidat für die Radioimmuntherapie. Die 
eigentliche Anwendung beruht nicht wie in der Immuntherapie auf den EGFR 
inhibierenden Eigenschaften, sondern Cetuximab wird vielmehr als hochspezifischer 
und hochaffiner Radionuklidtransporter eingesetzt. Anhand der EGFR 
überexprimierenden Tumorzelllinie A431 konnte gezeigt werden, dass eine 
Kombinationstherapie bestehend aus externer Bestrahlung und [131I]I-Cetuximab die 
Inhibierung der Proliferation synergistisch verstärkt [167]. Dieses Ergebnis konnte mit 
[90Y]Y-markiertem Cetuximab bestätigt werden, wodurch das klonogene Potential von 
Kopf-/Halstumorzellen zelltypabhängig deutlich reduziert wurde [168]. Interessant ist 
auch der publizierte Zusammenhang, dass bei der Behandlung mit [90Y]Y-Cetuximab 
die Zellinaktivierung vom Ausmaß der EGFR-Expression auf der Zelloberfläche 
abhängt [169]. Während Zellen mit starker EGFR-Oberflächenexpression eine 
deutliche Reduktion der Zellüberlebensrate aufweisen, scheint dies bei Zellen mit 
geringer EGFR-Expression einen nur marginalen Einfluss zu haben. Der Autor 
begründet dies mit der stark linearen Abhängigkeit zwischen EGFR-Expression und 
der im Gewebe applizierten Dosis sowie folglich induzierter DNA-Doppelstrangbrüche. 
Bioverteilungsuntersuchungen von [90Y]Y-Cetuximab zeigen zwar eine sehr hohe 
Tumoraufnahme 24 h nach Antikörper Injektion in FaDu-Tumormäusen von 4,2 ± 0,8 
SUV, aber es ist dennoch auf einen hohen Blutbackground sowie Leberaufnahme 
(Tumor/Blut: 2,8 ± 0,3; Tumor/Leber: 2,8 ± 0,8) zu verweisen (HZDR, nicht publizierte 
Daten). Ähnliche Ergebnisse wurden bereits in früheren Studien an A431-
Tumormäusen mit 111In-, 89Zr-, 88Y- und 177Lu-markiertem Cetuximab erhalten [170-
172]. Für eine radiotherapeutische Anwendung ist die Leber demnach das 
dosislimitierende Organ. Das Ziel des Pretargeting-Konzeptes im Vergleich zum 
direkten Targeting besteht darin, die Strahlenbelastung auf den Organsimus durch eine 
deutliche Senkung des Blutbackgrounds und der Leberakkumulation zu reduzieren.  
 
  In Anbetracht des sehr aggressiven und stark metastasierenden Verhaltens EGFR 
überexprimierender Tumore, ist die durch externe Bestrahlung applizierte Dosis 
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aufgrund von Normalgewebsreaktionen meist nicht ausreichend für eine genügende 
Tumorkontrolle. Anhand initialer Therapiestudien an FaDu-Tumormäusen durch Koi et 
al. konnte das Potential einer kombinierten Behandlungsstrategie in vivo nachgewiesen 
werden [173]. Die Applikation von [90Y]Y-Cetuximab reduzierte die durch externe 
Bestrahlung zu verabreichende Dosis um ca. 22 Gy.  
 
 
3.4.3 Antikörper vermittelte Rezeptorinternalisierung - ein Ausschlusskriterium 
für das Pretargeting? 
 
  Im Gegensatz zur EGF induzierten Internalisierung des Rezeptors, welche auf einer 
Aktivierung der Tyrosinkinase-Domäne beruht, erfolgt eine Internalisierung des 
Cetuximab-EGFR-Komplexes Tyrosinkinase unabhängig ohne Aktivierung der 
intrazellulären Signalkaskade [174]. Göstring et al. konnten an A431-Zellen zeigen, 
dass die Internalisierung nach Bindung von EGF wesentlich schneller abläuft als bei 
der Bindung von Cetuximab [175]. Bereits nach einer Stunde waren ca. 50% des 
membrangebunden EGFR-EGF-Komplexes internalisiert, während im selben Zeitraum 
nur ca. 21% EGFR-Cetuximab-Komplex intrazellulär detektiert werden konnte. 
Interessant dabei war, dass die Internalisierung des Rezeptor-Ligand-Komplexes 
unmittelbar nach Ligandbindung innerhalb der ersten 30 min erfolgte. Das weitere 
Internalisierungsverhalten war durch den Übergang in eine Plateauphase mit 
entsprechend langsamerer Internalisierungsrate charakterisiert. Allerdings ist das 
Messintervall von einer Stunde für eine entsprechende Aussage für das Pretargeting 
zu kurz, da die radioaktiv markierte Verbindung in einem Zeitintervall größer 24 h nach 
intravenöser Applikation des Antikörpers injiziert wird. In einer anderen Studie der 
Arbeitsgruppe um Eiblmaier et al. wurde das Internalisierungsverhalten an vier 
Gebärmutterhalskrebszelllinien mit variierender EGFR-Expression durchgeführt [176]. 
Die maximale Messzeit von vier Stunden ist für das Pretargeting zwar immer noch zu 
kurz, aber es konnte gezeigt werden, dass auch während der Plateauphase der EGFR-
Cetuximab-Komplex weiter internalisiert. Dabei war die absolut internalisierte 
Stoffmenge an [64Cu]Cu-DOTA-Cetuximab abhängig von der EGFR-Expression der 
jeweiligen Zelllinie. Interessant hierbei war das hohe Verhältnis der Anzahl des 
internalisierten Ligandens zur Anzahl an EGFR-Molekülen auf der Zelloberfläche von 
ca. 25 unabhängig von der Zelllinie. Begründet wurde dieses Phänomen durch einen 
sehr effektiven Recycling-Prozess des Rezeptors nach dessen Internalisierung. 
Allerdings würde dieses hohe Maß an internalisiertem Liganden eine Anwendung von 
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Cetuximab für das Pretargeting in Frage stellen. Eine Studie an der 
Plattenepithelkarzinom-Zelllinie FaDu durch Hoeben et al. stellte im Gegensatz dazu 
fest, dass nach 24 h nur ca. 16% des membrangebundenen [111In]In-Cetuximab 
internalisiert wurden [177]. Aufgrund der widersprüchlichen Ergebnisse der 
beschriebenen Studien kann keine konkrete Aussage darüber getroffen werden, ob 
Cetuximab als Antikörper für das Pretargeting von Tumoren geeignet ist oder nicht.  
 
  In einer Publikation von Pagel et al. wurden die drei Streptavidin modifizierten 
Antikörper 1F5 (anti-CD20), HD39 (anti-CD22) und Lym-1 (anti-HLA-DR) sowie das 
therapeutisch wirksame Derivat 90Y-DOTA-Biotin an Ramos-, Raji- und FL-18-
Tumormäusen (Non-Hodgkins Lymphom) auf ihre Eignung für das Pretargeting von 
Tumoren untersucht [178]. Dabei ist besonders das CD22-Antigen, nach der Bindung 
eines potentiellen Liganden, in der Literatur als sehr schnell internalisierend 
beschrieben [179]. Die besten Resultate hinsichtlich Tumorkontrolle und 
progressionsfreien Überlebens wurden mit den Antikörpern 1F5 und Lym-1 erhalten 
[178]. Hingegen nur sehr unbefriedigende Therapieergebnisse konnten beim 
Pretargeting des CD22-Antigens in allen drei Ramos-, Raji- und FL-18-Tumormäusen 
beobachtet werden. In einer anderen Studie von Sharkey et al. wurden die 111In-
markierten bispezifischen Antikörper TF8 (anti-CD22), RS7 und TF12 (anti-Trop-2) 
hinsichtlich ihres Internalisierungsverhaltens an MDA-MB-468-, PC3- und Raji-
Zelllinien untersucht [180]. Tatsächlich wurde im Zellversuch festgestellt, dass nach 
einer Stunde der anti-CD22 Antikörper TF8 vollständig internalisiert war. Dies korreliert 
mit den durch Pagel et al. beobachteten schlechten Therapieergebnissen beim 
Pretargeting des CD22-Antigens [178]. Dagegen wiesen die beiden anti-Trop-2 
Antikörper RS7 und TF12 nach 24 h eine Internalisierungsrate von ca. 30-40% auf, 
was bedeutet, dass ein ausreichender membrangebundener Anteil an Antikörper für 
das Pretargeting zur Verfügung steht [180]. Pretargeting-Studien an tumortragenden 
Mäusen konnten dies bestätigen.  
 
  Liu et al. verwiesen außerdem in einem kürzlich erschienenen Artikel auf das 
mögliche unterschiedliche Internalisierungsverhalten monoklonaler Antikörper in vitro 
und in vivo [181]. Dabei zeigten die beiden MORF-konjugierten Antikörper MN14 (anti-
CEA) und CC49 (anti-Tag-72) an LS147T-Zellen nach fünf Stunden eine 
Internalisierungsrate von ca. 60%, doch konnten in Pretargeting-Experimenten 48 h 
nach der Antikörperapplikation an tumortragenden Mäusen sehr gute 
Tumoraufnahmen von bis zu 8% ID/g erhalten werden, was einer deutlich geringeren 
Internalisierungsrate in vivo entspricht. Eine andere Studie von Sato et al. konnte dies 
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anhand Mesothelin-transfizierter A431-K5-Zellen bestätigen [182]. Dabei wies das 
Streptavidin modifizierte anti-Mesothelin-Fusionprotein im Zellversuch nach sechs 
Stunden eine Internalisierungsrate von 60% auf. Dennoch scheint dieses Fusionprotein 
gut für das Pretargeting von Tumoren geeignet zu sein. Die Lokalisierung des 
Antikörpers 24 h nach Injektion in A431-K5 tumortragenden Mäusen resultierte in einer 
hohen Akkumulation an [90Y]Y-DOTA-Biotin mit sehr guten Tumor/Nichttumor-
Verhältnissen. In einer Therapiestudie überlebten 86% der Tiere, welche eine Dosis 
von 32,4 MBq [90Y]Y-DOTA-Biotin appliziert bekommen hatten, einen Zeitraum von 
über 110 d tumorfrei, während die unbehandelte Kontrollgruppe eine mittlere 
Überlebensrate von nur 16 d aufwies.  
 
  Anhand dieser zahlreichen Untersuchungen kann festgestellt werden, dass die 
Internalisierungscharakteristik des Rezeptor-Antikörper-Komplexes nicht zwingend ein 
Ausschlusskriterium für die Wahl des Pretargeting-Systems ist. Besonders die im 
Zellversuch ermittelten Internalisierungsraten lassen nur bedingt Rückschlüsse auf das 
In-vivo-Verhalten zu, da die Tumormorphologie sich doch deutlich von einer In-vitro-
Zellkultur unterscheidet. Für das Pretargeting von vornherein auszuschließen sind 
Antikörper mit einer sehr hohen Internalisierungsrate, wie am Beispiel des CD22-
Antigens zu erkennen ist. Dagegen scheinen Antikörper mit moderater Internalisierung 
für das Pretargeting dennoch gut geeignet zu sein, insofern nach einem typischen 
Pretargeting-Intervall von 24-72 h noch eine ausreichende Menge an extrazellulär 
gebundenem Antikörper im Tumor vorliegt.  
 
  Zum Beginn des Entstehens dieser Arbeit wurde bisher nur eine Publikation durch 
Hama et al. veröffentlicht, welche Cetuximab als Pretargeting-Antikörper verwendet 
[183]. Dabei wurde ein Biotin modifiziertes Cetuximab-Derivat und ein Neutravidin-
BODIPY-FL-Fluoreszenzkonjugat zum Fluoreszenz-Imaging von Bauchfellmetastasen 
genutzt. Sowohl große als auch kleine A431-Tumorimplantate wurden mit einem sehr 
guten Tumor/Background-Aktivitätsverhältnis visualisiert. Inwieweit sich Cetuximab 
tatsächlich als Kandidat für das Pretargeting eignet, soll in der vorliegenden Arbeit 
bewertet werden.  
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4 Ergebnisse und Diskussion 
 
4.1 Verwendete komplementäre L-DNA-Leitstruktur, Chelatoren und 
Radionuklide 
 
  Die in dieser Arbeit verwendeten zueinander komplementären Oligonukleotid-Derivate 
17mer-L-DNA-(0-20)kDa-PEG 1a-e und 17mer-c-L-DNA 2 wurden durch den 
Kooperationspartner NOXXON Pharma AG (Berlin, Deutschland) zur Verfügung 
gestellt. Eine Zusammenstellung der erhaltenen Verbindungen und die Sequenzen der 
L-DNAs sind in Abbildung 12 dargestellt. Die via Festphasensynthese hergestellten 
Oligonukleotide wurden dabei an deren 5’-Ende über den Phosphorsäureribose-ester 
mit einem als Disulfid geschützten Mercaptohexyl-Linker funktionalisiert. Zur 
kovalenten Bindung der unterschiedlichen PEG-Substituenten (2-20 kDa) ist die 
17mer-L-DNA-Leitstruktur an der 3‘-Position zusätzlich mit einer Aminohexyl-
Funktionalität modifiziert. 
 
 
Abbildung 12: Zusammenstellung der von NOXXON Pharma AG für das Pretargeting 
bereitgestellten komplementären L-konfigurierten Oligonukleotid-Derivate, A: 17mer-L-DNA-
(0-20)kDa-PEG 1a-e, B: 17mer-c-L-DNA 2, C: Allgemeine Struktur einer 3‘- und 5‘-
substituierten L-DNA  
 
  In vorangegangenen Arbeiten wurde nicht nur die optimale Sequenz der L-DNA für 
den bestehenden Pretargeting-Ansatz festgelegt, sondern auch das pharmakologische 
Profil der 68Ga- bzw. 64Cu-markierten L-DNA-Derivate durch schrittweise PEGylierung 
optimiert [13, 14]. Für die Sequenz wurden dabei folgende Kriterien zu Grunde gelegt: 
 
 das Oligonukleotid sollte eine möglichst geringe Selbstkomplementarität 
aufweisen, 
A 
B 
C 
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 aufgrund der höheren chemischen Stabilität einer L-DNA gegenüber einer 
L-RNA ist die L-DNA zu favorisieren, 
 der Cytosingehalt der radioaktiven Komponente sollte möglichst gering sein, da 
dieser nach Liu et al. mit einer erhöhten Nierenakkumulation korreliert [116], 
 ein Guanin/Cytosin-Gehalt des Hybrids von über 82% sollte eine möglichst 
hohe Duplexstabilität gewährleisten. 
 
  Die kovalente Bindungsknüpfung entsprechender Chelatoren mit den PEGylierten 
L-DNA-Derivaten erfolgt über eine nukleophile Additionsreaktion an der C-C-
Doppelbindung von Maleinimiden nach Freisetzung der als Disulfid geschützten 
Thiolgruppe am 5‘-Ende. Besonders die sehr selektive Reaktion von Thiolen mit 
Maleinimiden unter Ausbildung einer Thioetherbindung läuft im wässrigen Milieu in 
leicht sauren pH-Bereichen von 4 - 7 mit nahezu quantitativen Ausbeuten ab. Gerade 
diese gute Reaktivität stellt den entscheidenden Vorteil dieses Systems im Vergleich 
zu aminvermittelten Kupplungsreaktionen mit Isothiocyanaten oder Aktivestern dar. 
Aufgrund des hohen pKs-Wertes aliphatischer Amine liegt der optimale pH-Bereich 
dieser Kupplungsreaktionen bei > 8,5. Dies korreliert als Folge der Hydrolyse der 
Aktivester und Isothiocyanate mit einer schlechten Reaktionsausbeute und zahlreichen 
Nebenprodukten. 
 
  Laut Förster [14] hat weder das verwendete Chelatorsystem noch das eingesetzte 
Radionuklid einen signifikanten Einfluss auf das radiopharmakologische Profil 
PEGylierter Oligonukleotide. Der entscheidende Vorteil der daraus resultiert ist, dass 
entsprechend der jeweiligen Anforderungen das einzusetzende Radionuklid und 
dessen Komplexbildner frei gewählt werden können. Zur molekularen Bildgebung soll 
die PEGylierte L-DNA dabei mit den beiden Positronen emittierenden Metallnukliden 
68Ga (t1/2 = 68 min; β
+: 90 %; Eβ+max = 1900 keV) und 
64Cu (t1/2 = 12,7 h; β
+: 19,3 %; 
Eβ+max = 655 keV; β
-: 39,6 %; Eβ-max = 573 keV) markiert werden. Aufgrund der 
bevorzugten sechsfachen Koordination von Ga3+- und Cu2+-Ionen wurde der 
makrozyklische Chelator 1,4,7-Triazacyclononan-1,4,7-triessigsäure (NOTA) zur 
Komplexierung eingesetzt [184]. NOTA ist dahingehend gut geeignet, da sowohl die 
Größe der Kavität als auch die Anordnung der N3O3-Donoratome ideal für Ga
3+- sowie 
Cu2+-Ionen sind und entsprechende Komplexverbindungen eine hohe 
thermodynamische und kinetische Stabilität aufweisen (logK[Ga(III)-NOTA] = 30,98, 
logK[Cu(II)-NOTA]
- = 21,6) [184-187]. In Abbildung 13 sind die Röntgenkristallstrukturen des 
[Ga(III)-NOTA]- und des [Cu(II)-NOTA]--Komplexes gegenübergestellt. Dabei sind die 
sechs Donoratome des [Ga(III)-NOTA]-Komplexes in einem leicht verzerrt 
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oktaedrischen Koordinations-polyeder um das Zentralion angeordnet [188]. Für den 
[Cu(II)-NOTA]--Komplex hingegen ergibt sich eine stark verzerrt oktaedrische 
Geometrie, welche für d9-Cu2+-Ionen energetisch besonders günstig ist [189]. Nach der 
Ligandenfeldtheorie wird der Energiegewinn auf die Absenkung eines vollbesetzten 
Energieniveaus infolge der Aufhebung der Entartung der eg-Orbitale zurückgeführt 
(Jahn-Teller-Effekt) [190]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Für radiotherapeutische Anwendungen sind sowohl der niedrigenergetische β--Emitter 
177Lu (t1/2 = 6,7 d; β
-: 100 %; Eβ-max = 498 keV, Eγ = 113, 208 keV) als auch der 
hochenergetische β--Emitter 90Y (t1/2 = 64,1 h; β
-: 100 %; Eβ-max = 2,28 MeV) von großer 
Bedeutung. Aufgrund der engen Verwandschaft des Yttriums zu den Lanthanoiden 
sind deren komplexchemischen Eigenschaften sehr ähnlich. Komplexverbindungen 
von Lutetium und Yttrium mit 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsäure 
(DOTA) sind beispielsweise durch eine hohe thermodynamische (logK[Lu(III)-DOTA]-
 = 25,41 [191]; logK[Y(III)-DOTA]- = 17,6
2 [192]) und eine hohe kinetische Stabilität 
charakterisiert [193]. Der Chelator NOTA hingegen ist nicht so gut geeignet, da Lu3+- 
und Y3+-Ionen einerseits Koordinationszahlen von 8 - 9 bevorzugen und andererseits 
einen wesentlich größeren Ionenradius besitzen als beispielsweise Ga3+ oder Cu2+ 
[194]. In der in Abbildung 14 dargestellten Röntgenkristallstruktur von [Lu(III)-DOTA)- 
ist das Zentralion neunfach koordiniert, wobei je vier N-Atome die untere und je vier 
O-Atome die obere Grundfläche eines quadratischen Antiprismas bilden. Zusätzlich ist 
der Komplex durch ein direkt am Zentralion koordiniertes Wassermolekül überdacht 
(Abbildung 14B). Der Torsionswinkel zwischen beiden Grundflächen beträgt 39° 
(Abbildung 14A). Die in Abbildung 15 abgebildete Kristallstruktur von [Y(III)-DOTA)- 
weist dieselbe Geometrie wie der [Lu(III)-DOTA)--Komplex auf [192]. Im Hinblick auf 
                                               
1
 In 0,1 M NaCl-Lösung, 25°C 
2
 pH = 7,4 
Abbildung 13: Gegenüberstellung der Röntgenkristallstrukturen von A: [Ga(III)-NOTA] [187] 
und B: [Cu(II)-NOTA]
-
 [188] 
A B 
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eine therapeutische Nutzung des Pretargeting-Konzeptes werden im Rahmen dieser 
Arbeit erste Untersuchungen zur Markierung der PEGylierten L-DNA mit 177Lu 
durchgeführt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 14: Röntgenkristallstruktur von [Lu(III)-DOTA)
-
 A: Ansicht entlang der Mittelachse in 
Richtung der O4-Ebene und B: Ansicht senkrecht zur Mittelachse [194] 
A B 
Abbildung 15: Röntgenkristallstruktur von [Y(III)-DOTA]
-
, Ansicht senkrecht zur Mittelachse 
[192] 
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4.2 Darstellung der Radionuklid markierbaren Komponente des 
Pretargeting Systems 
 
4.2.1 Synthese von NOTA-Bn-thioharnstoff-ethylmaleinimid (5) 
 
  Die Synthese von NOTA-Bn-thioharnstoff-ethylmaleinimid (5) ausgehend von p-SCN-
Bn-NOTA 3 und N-(2-Aminoethyl)maleinimid (4) erfolgte in Anlehnung an eine 
Reaktionsvorschrift von Förster et al. [14, 138, 195]. Das Syntheseschema ist in 
Abbildung 16 graphisch dargestellt.  
 
Abbildung 16: Schematische Darstellung der Synthese des NOTA-Bn-thioharnstoff-
ethylmaleinimids (5) ausgehend von p-SCN-Bn-NOTA 3 
 
  Nukleophile Additionsreaktionen primärer Aminogruppen mit Isothiocyanaten werden 
häufig zur Einführung funktioneller Gruppen oder für die Radiomarkierung von 
Proteinen, Peptiden und Oligonukleotiden genutzt. Aufgrund der 
Löslichkeitscharakteristik dieser Substanzklassen erfolgt die Reaktionsführung meist in 
wässriger Lösung, idealerweise in einem pH-Bereich zwischen 9,0-9,5 [196], um eine 
Protonierung der Aminogruppe unter Ausbildung des reaktionsträgen Ammoniumions 
zu unterbinden. Nachteilig auf die Reaktionsausbeute wirkt sich allerdings die in 
diesem pH-Bereich beginnende basische Hydrolyse der Isothiocyanatgruppe aus. Die 
Bildung eines im tautomeren Gleichgewicht befindlichen Thiocarbamates resultiert  
unter intramolekularer Abspaltung von Kohlenstoffoxidsulfid (O=C=S) in der Bildung 
des entsprechenden Amins, welches wiederum mit einem Isothiocyanat zu einem 
symmetrischen Thioharnstoff-Derivat reagiert [197]. Zusätzlich zeigen Untersuchungen 
zur Hydrolysestabilität aliphatischer Maleinimide, dass diese bereits ab einem pH-Wert 
von ca. 7,0 zu unreaktiven Maleaminsäure-Derivaten hydrolisieren [13, 198]. 
 
  Aufgrund der möglichen Nebenreaktionen in wässrigen Systemen erfolgte die 
Umsetzung der Edukte in wasserfreiem DMF. Da p-SCN-Bn-NOTA 3 als Hydrochlorid-
Salz und N-(2-Aminoethyl)maleinimid (4) als Trifluoracetat-Salz vorlag, wurde dem 
Reaktionsansatz zur Deprotonierung der unreaktiven Ammoniumgruppe von 4 vier 
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Moläquivalente Triethylamin (TEA) als Base zugegeben. Nach einer Reaktionszeit von 
2 h bei 26°C zeigten analytische HPLC-Chromatogramme einen vollständigen Umsatz 
der Edukte an. Anschließend wurde das Produkt mittels semipräparativer HPLC unter 
Verwendung einer RP-18-Säule und eines Wasser/MeOH-Gradienten mit 0,1 Vol% 
Essigsäure isoliert.  
 
  Wie in früheren Arbeiten bereits festgestellt wurde, tritt bei Thioharnstoff konjugierten 
Maleinimid-Derivaten eine tautomeriebedingte Di- bzw. Oligomerisierung der 
Produktfraktion auf [195]. Besonders mobile Phasen mit saurem pH-Wert verschieben 
das Gleichgewicht stark in Richtung der Isothioharnstoff-Form und begünstigen 
aufgrund der hohen Nukleophilie der Thiolgruppe des Isothioharnstoffs eine 
Additionsreaktion (Abbildung 17). Dies ist auch bei 5 der Fall, wobei durch Reaktion 
des Thiols der Isothioharnstoff-Gruppe mit der Maleinimidgruppe eines zweiten 
Produktmoleküls 5 eine dimere Thiouronium-Verbindung entsteht (Abbildung 18). 
Durch Reaktion mit weiteren Molekülen 5 ist die Bildung oligomerer Produkte möglich. 
Zur Inhibierung dieser Nebenreaktion wurde nach der Separation von 5 die 
Produktfraktion sofort in flüssigem Stickstoff schockgefroren, Methanol unter 
Eisbadkühlung im Stickstoffstrom entfernt und anschließend lyophilisiert. Die Bildung 
dimerer bzw. oligomerer Verbindungen wurde dadurch vermieden. 5 konnte sowohl 
rein und mit Ausbeuten von bis zu 41% erhalten werden als auch mittels ESI-MS 
(m/z: 591 [M+H]+) sowie 1H-NMR charakterisiert werden. 
 
 
Abbildung 17: Tautomerie substituierter Thioharnstoff-Verbindungen 
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Abbildung 18: Oligomerisierung von 5 infolge der Tautomerie von Thioharnstoff-Bindungen  
 
 
4.2.2 Konjugation von 17mer-L-DNA-(0-20)kDa-PEG 1a-e mit NOTA-Bn-
thioharnstoff-ethyl-maleinimid (5) und DOTA-GA-Mal 7 
 
  Um die Radionuklid markierbare Komponente des Pretargeting Systems mit 64Cu  und 
68Ga markieren zu können, wurden die L-DNA-Derivate 1a-e mit NOTA-Bn-
thioharnstoff-ethyl-maleinimid (5) bzw. für die 177Lu-Markierung mit dem kommerziell 
erhältlichen DOTA-GA-Mal 7 konjugiert (Abbildung 19). Die L-DNA-Edukte 1a-e liegen 
aufgrund der Oxidationsempfindlichkeit von Thiolgruppen als geschützte Disulfid-
Derivate vor. Zur Konjugation mit 5 und 7 müssen 1a-e vor der Umsetzung in einem 
initialen Reaktionsschritt reduktiv gespalten werden (Abbildung 19). In der Biochemie 
eingesetzte Standardreagenzien zur Reduktion von Disulfidbrücken, wie beispielsweise 
1,4-Dithiothreitol (DTT), sind zur Spaltung Disulfid geschützter Mercaptohexyl-
modifizierter L-DNA-Derivate zwar gut geeignet, erfordern aber aufgrund des 
eingesetzten Überschusses eine Separation des entschützten Produktes. Trotz 
Reaktionsführung unter Inertgasatmosphäre sowie der Verwendung Helium gesättigter 
Lösungs- und HPLC-Laufmittel lässt sich eine Reoxidation der entschützten L-DNAs 
und Bildung dimerer Derivate nicht vollständig vermeiden. Als Gründe werden 
Übergangsmetallionen katalysierte Oxidationsreaktionen, welche schon im ppm-
Bereich Redoxzyklen induzieren, und O2-Einträge während der Produktseparation 
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mittels HPLC diskutiert [199, 200]. Mit der Entwicklung einer Eintopfsynthesestrategie 
durch Förster konnten die Gesamtausbeuten bei der Konjugation thiolmodifizierter 
Oligonukleotide mit Maleinimid-Derivaten im Vergleich zur herkömmlichen zweistufigen 
Reaktionsführung deutlich gesteigert werden [14, 138]. Als Reduktionsmittel wurde das 
kommerziell erhältliche Tris-(2-carboxy-ethyl)phosphan (TCEP) verwendet und im 
25fachen Überschuss bezogen auf 1a-e eingesetzt. Dabei zeichnet sich TCEP nicht 
nur durch eine gute Wasserlöslichkeit und Oxidationsstabilität aus, sondern auch durch 
dessen hohes reduktives Potential gegenüber Disulfidbrückenbindungen in wässrigen 
Puffersystemen [201]. Der optimale pH-Wert für die Entschützungsreaktion liegt in 
einem Bereich zwischen 4-6. Bereits nach einer Reaktionszeit von 2 h bei 
Raumtemperatur konnten quantitative Entschützungsausbeuten erhalten werden.   
 
 
Abbildung 19: Synthesablauf der In-situ-Konjugationsreaktion PEGylierter L-DNA-Derivate 
1a-e mit NOTA-Bn-thioharnstoff-ethylmaleinimid (5) und DOTA-GA-Mal 7 
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  Aufgrund dessen, dass TCEP im 25fachen Überschuss bezogen auf 1a-e eingesetzt 
wurde, ist im Reaktionsansatz immer noch ein großer Anteil an nicht umgesetztem 
TCEP enthalten. Wie aus der Literatur ersichtlich ist, greifen Trialkyphosphane 
nukleophil an einem der beiden sp2-hybridisierten C-Atome der C-C-Doppelbindung 
von Maleinimiden an [202]. Die Ausbildung eines sogenannten Phosphor-Ylids bzw. 
Phosphor-Ylens führt in wässrigen Systemen zur Hydrolyse unter Ausbildung eines 
entsprechenden Hydroxysuccinimid-Derivates, welches keine Reaktivität gegenüber 
Thiolgruppen aufweist und TCEP-Oxid (Abbildung 20).  
 
 
Abbildung 20: TCEP induzierte Hydrolyse von Maleinimiden in wässriger Lösung unter 
Ausbildung der entsprechenden Succinimid-Derivate 
 
  Als Folge dessen müsste ein großer Überschuss an 5 oder 7 eingesetzt werden, um 
einen ausreichenden Konjugationsgrad mit den entschützten L-DNA-Derivaten zu 
erzielen. Um dies zu vermeiden, wurde TCEP vor der Zugabe von 5 zum 
Reaktionsansatz mit Hilfe von 5-Azidopentansäure (APA) inaktiviert. Bei der auch als 
Staudinger-Reaktion bekannten Synthese reagieren Phosphane mit organischen 
Aziden zu Phosphazenen, welche in wässriger Lösung zum entsprechenden primären 
Amin, Stickstoff und Phospan-Oxid reagieren (Abbildung 21). Zu beachten war, dass 
der pH-Wert auf ca. 8-9 eingestellt werden musste, da in diesem pH-Bereich TCEP 
aufgrund des pKs-Wertes von 7,66 deprotoniert vorliegt und dessen Reaktivität 
dadurch deutlich erhöht wird [201].  
 
 
Abbildung 21: Reaktionsmechanismus der Staudinger-Reaktion zur Inaktivierung von TCEP 
mittels 5-Azidopentansäure unter Entstehung von 5-Aminopentansäure und dem unreaktiven 
TCEP-Oxid 
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  Wegen der Hydrolyseempfindlichkeit von Maleinimiden im basischen Milieu wurde 
nach einer Reaktionszeit von 4 h der pH-Wert auf ca. 6 eingestellt und Verbindung 5 im 
vierfachen Überschuss sowie Verbindung 7 im zehnfachen Überschuss bezogen auf 
1a-e zum Reaktionsansatz gegeben. Dabei wurde DOTA-GA-Mal 7 einzig zur 
Konjugation mit dem 10kDa-PEG-L-DNA-Derivat 1d eingesetzt. Anschließend wurden 
die Produkte 6a-e und 8d mittels HPLC separiert und mit Ausbeuten von ca. 60% 
erhalten. Eine Übersicht zur Syntheseführung der In-situ-Konjugationreaktionen ist in 
Abbildung 19 illustriert. 
 
 
4.3 Darstellung der targetspezifischen Komponente – Funktionalisierung 
von Cetuximab mit komplementärer L-DNA 
 
4.3.1 Synthesestrategie 
 
  Der monoklonale Antikörper Cetuximab (C225) muss mit der zu den NOTA- bzw. 
DOTA-funktionalisierten L-DNA-Derivaten 6a-e und 8d komplementären 17mer-L-DNA 
2 (c-L-DNA) modifiziert werden. Eine Funktionalisierung von Cetuximab ist notwendig, 
damit die Radionuklid markierte Komponente am Antikörper hybridisieren kann. Für 
eine Konjugationsreaktion an einem Antikörper kann die Thiolgruppe der Aminosäure 
Cystein oder aber die primäre Aminogruppe des Lysins genutzt werden. Allerdings sind 
durch Ausbildung intramolekularer Disulfidbrücken Thiolfunktionalitäten für eine 
kovalente Bindungsknüpfung meist nicht zugänglich, weil diese maßgeblich zur 
Ausprägung der Tertiär- und Quartärstruktur des Proteins beitragen. Besonders 
Cetuximab besitzt die Eigenschaft, dass alle Cystein-Einheiten als Disulfidbrücken 
inaktiviert sind und demnach Konjugationsreaktionen einzig an den Aminogruppen der 
in der Proteinsequenz enthaltenen 88 Lysin-Einheiten3 erfolgen können. Aufgrund des 
hohen Lysingehaltes finden Kupplungsreaktionen bezüglich Position und Anzahl 
statistisch statt. Deshalb ist es wichtig, bei der Modifikation von Antikörpern darauf zu 
achten, dass diese einen möglichst geringen Konjugationsgrad aufweisen. Besonders 
Modifikationen an Aminogruppen der hypervariablen Domäne gehen mit einer starken 
Verringerung der Affinität zum jeweiligen Rezeptor einher. Deshalb sollte stets die 
                                               
3
 Anzahl der Lysin-Einheiten aus der Aminosäuresequenz (http://www.drugbank.ca/drugs/ 
DB00002) berechnet 
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Affinität der hergestellten Antikörper-Konjugate zum jeweiligen Rezeptor untersucht 
werden. 
 
  In einem durch Boswell et al. veröffentlichten Artikel wird der Einfluss der Änderung 
der Oberflächenladung chemisch modifizierter Antikörper auf das pharmakologische 
Profil diskutiert [203]. Aufgrund der Konjugation von Cetuximab mit 17mer-c-L-DNA 2 
wird durch das Phosphatrückgrat des Oligonukleotids (17 negative Ladungen) eine 
starke Anionisierung der Proteinoberfläche bewirkt. Die damit verbundene 
Verringerung des isoelektrischen Punktes pI4 anionisierter Antikörper-Derivate 
(pIC225 = 8,5
5) bewirkt in vivo eine beschleunigte Plasmakinetik (Plasma clearence) bei 
geringerer unspezifischer Gewebeakkumulation, bewirkt aber auch eine erhöhte 
Aufnahme in der Leber [203].  
 
  Um die neu herzustellenden Cetuximab-(c-L-DNA)-Derivate hinsichtlich ihres 
pharmakologischen Profils mittels Kleintier-PET untersuchen zu können, war es 
notwendig alle Konjugate so zu modifizieren, dass diese mit dem Positronen-
emittierenden Radionuklid 64Cu markiert werden konnten. Deshalb war die Konjugation 
mit einem geeigneten Komplexbildner erforderlich. Aufgrund dessen, dass NOTA 
thermodynamisch und kinetisch sehr stabile Cu(II)-Komplexe bildet, sollte NOTA mit 
Hilfe des bifunktionalen Chelators (BFC) p-SCN-Bn-NOTA 3 an den Antikörper 
gekuppelt werden.  
 
  Da Cetuximab keine funktionellen Gruppen zur kovalenten Bindungsknüpfung mit 
thiolmodifizierten Oligonukleotiden aufweist, sollten zusätzlich Maleinimidgruppen an 
die Lysinreste gekuppelt werden. Als Agenzien eignen sich heterobifunktionale 
Crosslinker, welche zwei reaktive Zentren besitzen, die jeweils zu einer anderen 
funktionellen Gruppe eine Selektivität aufweisen. Dabei soll Cetuximab über den 
kommerziell erhältlichen aminreaktiven bifunktionalen Crosslinker 
4-Maleinimidbutansäure-N-hydroxy-succinimid-ester (9) (GMBS) mit thiolreaktiven 
Maleinimidgruppen funktionalisiert werden. Im letzten Schritt erfolgt anschließend in 
Anlehnung an die Darstellung von 6a-e (siehe Kapitel 4.2.2) nach der Entwicklung 
eines geeigneten Konjugationsprotokolls die Modifikation von Cetuximab mit 
c-L-DNA 2. Die aus drei Reaktionsschritten bestehende Synthese ist in Abbildung 22 
dargestellt. 
                                               
4
  Ist der pH-Wert bei dem Aminosäuren, Peptide und Proteine Ladungsneutralität aufweisen  
5
 Theoretischer pI-Wert von Cetuximab, welcher mit dem Programm ProtParam des Swiss    
Institute of Bioinformatics (http://web.expasy.org/protparam/) aus der Proteinsequenz 
(http://www.drugbank.ca/drugs/DB00002) berechnet wurde  
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Abbildung 22: Modifikation von Cetuximab (C225) mit p-SCN-Bn-NOTA 3 und 17mer-
c-L-DNA 2‘ 
 
 
4.3.2 NOTA-Funktionalisierung von Cetuximab 
 
4.3.2.1 Syntheseplanung und Durchführung 
 
  Aufgrund dessen, dass Proteine in organischen Lösungsmitteln denaturieren, können 
Konjugationsreaktionen an Antikörpern nur in wässrigen Puffersystemen durchgeführt 
werden. Dies stellt besondere Anforderungen an die eingesetzten Edukte hinsichtlich 
Wasserlöslichkeit und Hydrolysestabilität. Die von Merck kommerziell erworbene 
Erbitux®-Infusionslösung enthält zur Stabilisierung der Proteinstruktur die Additive 
Natriumchlorid, Glycin, Polysorbat 80, Citronensäure-Monohydrat und 
Natriumhydroxid. Besonders Glycin kann dabei nukleophil am Isothiocyanat von 
p-SCN-Bn-NOTA 3 angreifen und ein entsprechendes Nebenprodukt bilden. Zur 
Vermeidung dieser Nebenreaktion wurden die in der Erbitux®-Lösung enthaltenen 
Additive mit Hilfe eines Größenausschlußkonzentrators (30 kDa) entfernt. Aufgrund der 
Temperaturempfindlichkeit von Antikörpern wurden alle Zentrifugationsschritte in einer 
kühlbaren Zentrifuge bei 10°C durchgeführt. Weiterhin enthielten alle verwendeten 
Puffersysteme zur Stabilisierung der Proteinstruktur 0,9% NaCl. Wie bereits in Kapitel 
4.2.1 auf Seite 39 beschrieben liegt der optimale pH-Wert nukleophiler 
Additionsreaktionen primärer Aminogruppen mit Isothiocyanaten in einem Bereich von 
9,0-9,5. Allerdings sind solch hohe pH-Werte für Konjugationsreaktionen an 
monoklonalen Antikörpern nur hinreichend geeignet und gehen meist mit einem 
starken Affinitätsverlust einher. Deshalb wurden bei der Kupplung von 3 mit Cetuximab 
möglichst milde Reaktionsbedingungen bei neutralem pH-Wert gewählt. Auch wenn 
dadurch ein Großteil der Aminogruppen der Lysin-Reste aufgrund des niedrigen 
pKb-Wertes protoniert vorliegen und deren NH2-Reaktivität stark herabgesetzt ist, stellt 
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dies doch den optimalen Kompromiss bzgl. eines möglichst geringen Beladungsgrades 
und dem Affinitätserhalt des konjugierten Cetuximab-Derivates dar. Deshalb wurde 3 in 
185fachem Überschuss in Bezug zum Antikörper eingesetzt. Gelöst in 0,5 M HEPES-
Puffer (pH = 7,2) wurde 3 langsam zur Cetuximab-Lösung pipettiert und das 
Reaktionsgemisch 22 h bei Raumtemperatur unter gelegentlichem manuellen 
Schwenken stehen gelassen. Wichtig war, das Reaktionsgemisch nicht in einem 
Thermomixer schütteln zu lassen, um die mechanische Beanspruchung des 
Antikörpers infolge von Scherkräften so gering wie möglich zu halten. Das hergestellte 
Antikörper-Derivat wird in der vorliegenden Arbeit als NOTA3-C225 bezeichnet. 
Schematisch ist die Synthese in Abbildung 23 zusammengefasst. Anschließend wurde 
nicht umgesetztes p-SCN-Bn-NOTA 3 mit Hilfe eines Größenausschlußkonzentrators 
(30 kDa) entfernt. Für eine direkte Weiterreaktion des hergestellten Antikörper-
Konjugats wurde der Reaktionspuffer durch einen 50 mM NaHCO3-Puffer (pH = 6,4) 
ausgetauscht. Die Langzeitlagerung der Produktchargen erfolgte in einem 50 mM 
NH4OAc-Puffer (pH = 6,0) bei 4°C. 
 
 
Abbildung 23: Konjugation von Cetuximab (C225) mit p-SCN-Bn-NOTA 3   
 
 
4.3.2.2 Analytische Charakterisierung des Derivates 
 
UV-Spektroskopie 
  Zur Charakterisierung des erhaltenen NOTA funktionalisierten Cetuximab-Derivates 
mussten geeignete analytische Verfahren bzw. Methoden entwickelt werden. Wichtige 
Fragestellungen dabei waren die Konzentrationsbestimmung der Stammlösung und die 
Ermittlung des molaren Chelator/Antikörper-Verhältnisses. Konzentrationen definierter 
Proteinlösungen lassen sich bevorzugt photometrisch mittels UV-Spektroskopie 
bestimmen. Die meisten Proteine weisen ein Absorptionsmaxima bei 280 nm auf, 
welches durch π→π*-Übergänge des chromophoren Systems der aromatischen 
Aminosäuren Tyrosin, Phenylalanin und Tryptophan hervorgerufen wird. Ein weiteres 
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Absorptionsmaxima bei 220 nm, hervorgerufen durch n→π*-Übergänge von 
Peptidbindungen, ist aufgrund der starken Absorption von Proteinen nur bedingt für 
eine photometrische Bestimmung geeignet. Außerdem sind Messungen in diesem 
Wellenlängenbereich durch Absorption von gelöstem Sauerstoff sehr fehlerbehaftet 
und mit präparativem Aufwand verbunden. Das UV-Absorptionsspektrum von 
Cetuximab ist in Abbildung 24A dargestellt. Zur Ermittlung des Extinktionskoeffizienten 
ε bei 280 nm wurde zunächst ausgehend von der Erbitux®-Infusionslösung 
(c = 5 mg/ml = 32,9 nmol/ml) eine Verdünnungsreihe erstellt und die Extinktion E 
gemessen. Nach linearer Regression der Messpunkte wurde ein Extinktionskoeffizient 
von 217 ± 14 µl/nmol·cm bestimmt (Abbildung 24B). Dabei wurde für die 
photometrische Konzentrationsbestimmung von NOTA3-C225 ein Einfluss von 
p-SCN-Bn-NOTA 3 auf den Extinktionskoeffizienten bei der untersuchten Wellenlänge 
vernachlässigt. Die Konzentrationen der Stammlösungen unterschiedlicher Chargen 
lagen in einem Bereich von 0,06 - 0,12 mM. Ausgehend von der Konzentration der 
Stammlösung erfolgte anschließend die Berechnung der Reaktionsausbeute, wobei 
NOTA3-C225 nahezu quantitativ erhalten werden konnte. 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anionenaustauschchromatographie 
  Die Konjugation mit p-SCN-Bn-NOTA 3 (M = 450 g/mol) bewirkt im Vergleich zur 
Molmasse von Cetuximab (M = 152.000 g/mol = 152 kDa) eine vergleichsweise 
geringe Änderung, sodass eine Charakterisierung mittels Größenausschluss-
chromatographie nicht geeignet ist. Da aber pro gebundenem Chelator drei 
Carboxylgruppen, d.h. potentiell drei negative Ladungen auf der Proteinoberfläche 
fixiert werden, könnte die Anionenaustauschchromatographie eine geeignete 
analytische Methode, auch im Hinblick auf die Charakterisierung c-L-DNA-konjugierter 
Abbildung 24 A: UV-Absorptionsspektrum von Cetuximab im Wellenlängenbereich von 220-
400 nm (0,09 nmol/µl), B: Bestimmung des Extinktionskoeffizienten ε bei 280 nm mittels linearer 
Regression 
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Cetuximab-Derivate, sein. In Abbildung 25 sind die analytischen HPLC-
Chromatogramme der Erbitux®-Infusionslösung (Abbildung 25A) und von NOTA3-C225 
(Abbildung 25B) gegenübergestellt. Als stationäre Phase wurde eine 
Anionenaustauschersäule (BioPro QA-F) der Firma YMC (Kyoto, Japan) verwendet, 
welche speziell für die Analytik von Antikörper-Derivaten entwickelt wurde. Unter 
Gradientenelution mit einer 1 M NaCl-Lösung in 20 mM Tris/HCl-Puffer (pH = 8,5) wies 
unmodifiziertes Cetuximab eine Retentionszeit von tR = 3,6 min auf. Im Gegensatz 
dazu betrug die Retentionszeit von NOTA3-C225 5,1 min. Angesichts der 
Retentionszeitunterschiede kann der Reaktionsverlauf positiv bewertet werden, da das 
Produkt deutlich später von der stationären Phase eluiert, was auf eine Anionisierung 
der Proteinoberfläche im Vergleich zum unmodifizierten Derivat schließen lässt. 
Weiterhin sollte dies auch zu einer Verringerung des isoelektrischen Punktes pI 
beitragen. Die Bestimmung des pI-Wertes der einzelnen Cetuximab-Derivate mittels 
isoelektrischer Fokussierung (IEF) wird in Kapitel 4.5.2 auf Seite 74 beschrieben. 
Ferner scheint die Modifikation mit NOTA eine Signalverbreiterung des Produktpeaks 
zu bewirken. Dies lässt sich höchstwahrscheinlich darauf zurückführen, dass NOTA auf 
der Proteinoberfläche gerade in Bezug auf Position und Anzahl eher heterogen als 
homogen verteilt ist und damit kein einheitliches Produkt vorliegt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 25: Analytische UV-HPLC-Chromatogramme (220 nm) von A: Erbitux
®
-
Infusionslösung, B:  NOTA3-C225; HPLC-Säule: YMC-BioPro QA-F, 5 μm, 4,6 × 100 mm, 
LM A: 20 mM Tris/HCl (pH = 8,5) und LM B: 1 M NaCl + 20 mM Tris/HCl (pH = 8,5), Methode 6 
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Massenspektrometrie   
  Die quantitative Bestimmung des Chelator/Antikörper-Verhältnisses ist ein sehr 
wichtiges Kriterium bei der Qualitätskontrolle konjugierter Antikörper-Derivate. In der 
Literatur sind vorwiegend spektrophotometrische Methoden beschrieben, welche auf 
der kolorimetrischen Absorptionsmessung von Cu(II)-, Y(III)- oder Tb(III)-Arsenazo(III)-
Komplexverbindungen basieren [204-206]. Auch diverse Bindungsassays mit den 
Radionukliden 111In oder 57Co stehen im Fokus zur Ermittlung des Konjugationsgrades 
[207]. Allerdings sind die beschriebenen Methoden einzig auf Chelatliganden limitiert, 
welche die jeweiligen Metallionen komplexieren. Weiterhin ist in der Literatur eine 
Konjugationsgradbestimmung mittels IEF beschrieben, doch ist die Änderung des 
pI-Wertes auf die Anzahl der durch den Komplexbildner eingebrachten 
Carboxylgruppen kalibriert [208]. Auch wenn die geschilderten Methoden zur 
Bestimmung des NOTA/Cetuximab-Verhältnisses geeignet sind, ist besonders im 
Hinblick auf die anvisierte dreistufige Synthesestrategie ein Einsatz limitiert, wenn der 
Antikörper mit Molekülstrukturen gekuppelt wird, die weder Carboxylgruppen enthalten 
noch die genannten Metallionen binden.  
 
  Deshalb schien ein geeignetes Verfahren zur Bestimmung des Konjugationsgrades 
die Maldi-TOF-Massenspektrometrie zu sein. Für alle Messungen wurde Sinapinsäure 
als Matrixsubstanz verwendet und die Probenaufbereitung erfolgte nach dem 
Sandwich-Verfahren. Da in dem zu messenden Molmassenbereich von 150 - 160 kDa 
keine kommerziell erhältlichen Proteinstandards zur Verfügung stehen, wurde das 
NOTA/Antikörper-Verhältnis als Vergleichsmessung zum unmodifizierten Cetuximab 
bestimmt (Abbildung 26). Dabei konnte ein Konjugationsgrad von durchschnittlich drei 
NOTA-Molekülen pro Antikörper ermittelt werden, welcher chargenabhängig geringen 
Schwankungen unterlag. Jede konjugierte NOTA-Einheit erhöht die Molmasse des 
Antikörpers um 450 g/mol. Während in der Literatur Cetuximab mit einer Molmasse von 
ca. 152 KDa angegeben wird [209], wurden bei der Ermittlung der Molmasse mittels 
Maldi-TOF-MS Messwerte in einem Bereich von m/z 153.000 - 154.000 erhalten. 
Ebenso unterlagen die Messwerte der NOTA3-C225-Derivate Schwankungen in einem 
Bereich von m/z 154.100 -155.400. Besonders die Exaktheit der erhaltenen Messwerte 
ist auf das Fehlen eines geeigneten Proteinstandards zurückzuführen. Die detaillierte 
biologische Charakterisierung des Konjugats bzgl. Oberflächenladung und 
Rezeptoraffinität erfolgt in Kapitel 4.5.  
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Abbildung 26: Gegenüberstellung originaler Maldi-TOF-Massenspektren von A: Cetuximab 
und B: NOTA3-C225 
 
 
4.3.3 Maleinimid-Funktionalisierung von NOTA3-C225 
 
4.3.3.1 Syntheseplanung und Durchführung 
 
  Um die thiolmodifizierte c-L-DNA 2 an Cetuximab kuppeln zu können, muss 
NOTA3-C225 mit thiolreaktiven Maleinimidgruppen funktionalisiert werden. Mit Hilfe 
des heterobifunktionalen Crosslinkers 4-Maleinimid-butansäure-N-hydroxysuccinimid-
ester (9) (GMBS) erfolgte die Modifizierung des Antikörpers Aktivester vermittelt 
(Abbildung 27). Die Reaktion läuft nach einem Additions-Eliminierungsmechanismus 
ab, wobei das partiell positiv geladene Carbonylkohlenstoffatom von 9 mit den 
Aminstickstoffatomen der Lysinreste des Antikörpers unter Ausbildung einer 
Amidbindung reagiert. Über die Anzahl eingeführter Maleinimidgruppen kann im 
nächsten Syntheseschritt der Konjugationsgrad an c-L-DNA 2 gezielt beeinflusst 
werden. Besonders Antikörper-Derivate mit einem hohen Konjugationsgrad sollten in 
vivo sowohl die Wahrscheinlichkeit der Hybridisierung mit der radioaktiv markierten 
Komponente als auch dessen Akkumulation im Tumor erhöhen. Alle Maleinimid-
funktionalisierten NOTA-Cetuximab-Konjugate werden als NOTA3-C225-Malk (k = je 
Antikörper gebundene Maleinimidgruppen) bezeichnet. Zur Variation des Maleinimid-
Konjugationsgrades wurden 10 bzw. 50 Moläquivalente 9 bezogen auf NOTA3-C225 
zum Reaktionsansatz gegeben. Die Konzentration an NOTA3-C225 wurde in allen 
Reaktionsansätzen mit 0,03 mM stets konstant gehalten. Wie bereits in Kapitel 4.3.2.1 
beschrieben, müssen zur chemischen Modifikation von monoklonalen Antikörpern 
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möglichst milde Reaktionsbedingungen bei neutralem pH-Wert gewählt werden, auch 
wenn die Aminogruppen der Lysinreste als unreaktive Ammoniumfunktionalitäten 
vorliegen. Außerdem erlaubt die Hydrolyseempfindlichkeit von Maleinimiden und 
Aktivestern im basischen Milieu nur Reaktionen bei neutralem oder leicht saurem pH-
Wert. Deshalb wurde für die Reaktion ein Phosphatpuffer (enthält 0,9% NaCl) mit 
einem pH-Wert von 7,0 verwendet. Da der Aktivester 9 nur in organischen 
Lösungsmitteln löslich ist, wurden die jeweiligen Äquivalente GMBS in etwas DMSO 
gelöst und zum Reaktionsgemisch pipettiert. Wichtig dabei war, dass der DMSO-
Gehalt einen Anteil von 5% nicht überschreitet, um eine Denaturierung bzw. Ausfällung 
des Antikörpers zu vermeiden. Das Reaktionsgemisch wurde 5 h bei Raumtemperatur 
unter gelegentlichem manuellen Schwenken stehen gelassen und anschließend nicht 
umgesetzter Aktivester 9 mit Hilfe eines Größenausschlusskonzentrators (30 kDa) 
entfernt. Die Zwischenlagerung der erhaltenen Produktfraktionen erfolgte gleich im 
Reaktionspuffer der anschließenden Konjugationsreaktion mit c-L-DNA 2 
(Phosphatpuffer pH = 6,0, enthält 0,9% NaCl). 
 
 
Abbildung 27: Maleinimid-Funktionalisierung von NOTA3-C225 durch Kupplung mit dem 
heterobifunktionalen Crosslinker GMBS 9 
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4.3.3.2 Analytische Charakterisierung der Derivate 
 
Massenspektrometrie 
  Die Bestimmung der Anzahl gekuppelter Maleinimidgruppen erfolgte in Anlehnung an 
die Ermittlung des NOTA/Antikörper-Verhältnisses in Kapitel 4.3.2.2 mittels Maldi-
TOF-MS anhand von Vergleichsmessungen mit  NOTA3-C225. Die Herstellung des 
niedrig modifizierten Derivates ausgehend von 10 Moläquivalenten 9 ergab ein 
Maleinimid/C225-Verhältnis von ca. 8. Dabei traten chargenabhängig Schwankungen 
im Bereich von 6 bis 9 Maleinimidgruppen pro Cetuximab auf. In der vorliegenden 
Arbeit wird das Derivat mit k = 8 deklariert (NOTA3-C225-Mal8). Die Erhöhung des 
Überschusses an 9 auf 50 Moläquivalente steigerte das Maleinimid/C225-Verhältnis 
auf einen Wert von ca. 33. Je nach Produktcharge variierte dieser Wert in einem 
Bereich von 30 bis 35. Das vorliegende Derivat wird zur Vereinheitlichung mit k = 33 
(NOTA3-C225-Mal33) gekennzeichnet. In Abbildung 28 sind die originalen Maldi-TOF-
Massenspektren der beiden Derivate NOTA3-C225-Mal8 und NOTA3-C225-Mal33 
gegenübergestellt. Die bereits in Kapitel 4.3.2.2 beschriebene Streuung der Messwerte 
aufgrund des Fehlens eines geeigneten Kalibrationsstandards konnte wieder 
beobachtet werden, sodass stets das eingesetzte Edukt als Standard verwendet 
wurde.  
 
 
Abbildung 28: Gegenüberstellung originaler Maldi-TOF-Massenspektren von A: NOTA3-
C225-Mal8 und B: NOTA3-C225-Mal33 
 
UV-Spektroskopie 
  Die Konzentration der erhaltenen Stammlösungen wurde photometrisch bei einer 
Wellenlänge von 280 nm bestimmt. In Analogie zur Analyse von NOTA3-C225 wurde 
der Einfluss der konjugierten NOTA- und Maleinimidfunktionalitäten auf den 
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Extinktionskoeffizienten vernachlässigt. Die Stammlösungen von  NOTA3-C225-Mal8 
und NOTA3-C225-Mal33 wurden chargenabhängig in einem Konzentrationsbereich von 
0,05 - 0,08 mM erhalten. Es wurden je nach Produktcharge Ausbeuten im Bereich von 
89 - 97% erzielt. Die Ausbeuteberechnung erfolgte anhand der Konzentration und des 
Volumens der jeweiligen Stammlösung.  
 
Anionenaustauschchromatographie 
  HPLC-Analysen der Derivate NOTA3-C225-Mal8 und NOTA3-C225-Mal33 wurden 
unter den selben Bedingungen wie in Kapitel 4.3.2.2 beschrieben vorgenommen. Wie 
anhand Abbildung 25 und Abbildung 29 zu erkennen ist, bewirkt die Funktionalisierung 
von NOTA3-C225 mit Aktivester 9 eine Retentionszeitverschiebung von  tR = 5,1 min 
(NOTA3-C225) auf tR = 5,9 min (NOTA3-C225-Mal8) bzw. tR = 7,9 min (NOTA3-C225-
Mal33). Dies lässt auf eine weitere Anionisierung der Proteinoberfläche schließen, 
obwohl durch die Derivatisierung mit Maleinimidfunktionalitäten keine negativen 
Ladungen auf der Proteinoberfläche gebunden werden. Im Gegensatz zu den einfach 
positiv geladenen Ammoniumfunktionalitäten der Lysinreste weisen Amidbindungen 
Ladungsneutralität auf. Als Folge dessen wird der Einfluss der vorhandenen negativ 
geladenen Carboxylfunktionen auf die Gesamtladung des modifizierten Antikörpers 
deutlich erhöht. Dies erklärt auch den Unterschied der Retentionszeiten von ca. zwei 
Minuten zwischen den beiden Maleinimid funktionalisierten Derivaten NOTA3-C225-
Mal8 und NOTA3-C225-Mal33 (Abbildung 29).  
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Abbildung 29: Analytische HPLC-Chromatogramme (220 nm) von A: NOTA3-C225-Mal8 und 
B:  NOTA3-C225-Mal33; HPLC-Säule: YMC-BioPro QA-F, 5 μm, 4,6 × 100 mm, LM A: 20 mM 
Tris/HCl (pH = 8,5) und LM B: 1 M NaCl + 20 mM Tris/HCl (pH = 8,5), Methode 6 
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4.3.4 Konjugation von NOTA3-C225-Malk mit komplementärer 17mer-L-DNA 2 
 
4.3.4.1 Syntheseplanung und Durchführung 
 
  Ausgehend von NOTA3-C225-Mal8 bzw. NOTA3-C225-Mal33 erfolgte die Konjugation 
mit 17mer-c-L-DNA 2. Das Ziel bestand darin über die Anzahl der eingeführten 
Maleinimidgruppen ein Antikörper-Derivat mit niedrigem (ausgehend von NOTA3-C225-
Mal8) und ein Antikörper-Konjugat mit hohem (ausgehend von NOTA3-C225-Mal33) 
c-L-DNA-Beladungsgrad herzustellen. Die Entschützung von 2 wurde nach der in 
Kapitel 4.2.2 auf Seite 41 beschriebenen Eintopfsynthesestrategie mittels TCEP 
durchgeführt. Dabei war zu beachten, dass die Inaktivierung des überschüssigen 
TCEPs durch Staudinger-Reaktion mit 5-Azidopentansäure zum unreaktiven TCEP-
Oxid vollständig ablaufen muss, um eine reduktive Spaltung der 
Disulfidbrückenbindungen der C225-Derivate zu vermeiden. Zur Darstellung der 
komplementären L-DNA (c-L-DNA) konjugierten Antikörper-Derivate wurde 2 in 
10fachem (bezogen auf NOTA3-C225-Mal8) bzw. in 20fachem (bezogen auf NOTA3-
C225-Mal33) Überschuss vorgelegt. Nach der Entschützung von c-L-DNA 2 wurden 
Aliquote an NOTA3-C225-Mal8 bzw. NOTA3-C225-Mal33, gelöst in Phosphatpuffer 
(pH = 6,0), zum Reaktionsansatz gegeben und ca. 20 h bei Raumtemperatur unter 
gelegentlichem manuellen Schwenken stehen gelassen. Die Konzentration des 
eingesetzten Antikörper-Derivates lag dabei in einem Bereich von 0,02 - 0,03 mM. Das 
Syntheseschema ist in Abbildung 30 graphisch dargestellt.  
 
 
Abbildung 30: Konjugation von NOTA3-C225-Malk mit 17mer-c-L-DNA 2 
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  Anschließend wurden nicht umgesetzte monomere bzw. durch Reoxidation erhaltene 
dimere c-L-DNA-Derivate mit Hilfe eines Größenausschlusskonzentrators (30 kDa) 
entfernt. Da anhand analytischer HPLC-Chromatogramme dennoch Verunreinigungen 
an mono- und dimeren c-L-DNA-Verbindungen nachgewiesen werden konnten, welche 
unspezifisch auf der C225-Proteinoberfläche gebunden waren, wurde NOTA3-C225-
(c-L-DNA)n über Nacht bei Raumtemperatur mit einem 0,5 M Phosphatpuffer (pH = 6,0; 
enthält 2 M NaCl) versetzt. Im Anschluss daran wurde der Phosphatpuffer mittels eines 
Größenausschlusskonzentrators entfernt und NOTA3-C225-(c-L-DNA)n in 50 mM 
NH4OAc-Puffer (pH = 6,0) bei 4°C gelagert. 
 
 
4.3.4.2 Analytische Charakterisierung der Derivate 
 
Massenspektrometrie 
  Mittels Maldi-TOF-MS konnte der Beladungsgrad des Antikörpers an c-L-DNA nicht 
ermittelt werden. Ausschlaggebend dafür sind die unterschiedlichen Anforderungen 
von Oligonukleotiden und Proteinen hinsichtlich der verwendeten Matrizes. Während 
für hochmolekulare Proteine Sinapinsäure als Matrix sehr gut geeignet ist, hat sich für 
die Messung von Oligonukleotiden ein Gemisch aus 3-Hydroxypicolinsäure (HPA) und 
Diammoniumhydrogencitrat (AHC) bewährt. Da die hergestellten NOTA3-C225-
(c-L-DNA)n-Derivate sowohl die Eigenschaften von Proteinen als auch 
Oligonukleotiden vereinen, konnten mit Sinapinsäure als Matrix keine entsprechenden 
Produktsignale detektiert werden. Deshalb musste eine andere Methode zur 
Quantifizierung des c-L-DNA-Beladungsgrades entwickelt werden. 
 
UV-Spektroskopie 
  In der Literatur sind bereits Methoden zur Analyse von DNA-Antikörper- bzw. MORF-
Antikörper-Derivaten mit Hilfe spektrophotometrischer Verfahren beschrieben [9, 115]. 
Voraussetzung hierfür sind unterschiedliche Absorptionsmaxima des jeweiligen 
Antikörpers und des konjugierten Oligonukleotides. Wie in Abbildung 31 dargestellt 
weist das UV-Spektrum von Cetuximab ein Maximum bei einer Wellenlänge von 
280 nm und 17mer-c-L-DNA 2 ein Maximum bei 260 nm auf. 
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  Unter der Annahme, dass die Konjugation mit c-L-DNA 2 die Extinktionskoeffizienten 
der Einzelverbindungen nicht beeinflusst, gilt folgender Zusammenhang für die 
Berechnung der Extinktionskoeffizienten von NOTA3-C225-(c-L-DNA)n bei 260 nm und 
280 nm, wobei die Variable n den Beladungsgrad an c-L-DNA darstellt: 
 
ε260 nm=n×εDNA 260 nm+εC225 260 nm       (1) 
ε280 nm=n×εDNA 280 nm+εC225 280 nm       (2) 
 
  Werden Gleichung (1) und (2) in das Lambert-Beersche-Gesetz E=ε×c×d eingesetzt 
ergibt sich folgende Beziehung: 
 
E260 nm=(n×εDNA 260 nm+εC225 260 nm)×c×d      (3) 
E280 nm=(n×εDNA 280 nm+εC225 280 nm)×c×d      (4) 
 
  Aufgrund dessen, dass sowohl c-L-DNA 2 als auch Cetuximab bei 260 nm und 
280 nm eine Absorption aufweisen ergibt sich in Abhängigkeit des Konjugationsgrades 
ein bestimmtes E260 nm/E280 nm-Verhältnis, welches Gleichung (5) ausdrückt:  
 
E260 nm
E280 nm
=
n×εDNA 260 nm+εC225 260 nm
n×εDNA 280 nm+εC225 280 nm
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Abbildung 31: Gegenüberstellung der UV-Absorptionsspektren von 17mer-c-L-DNA 2 (8,4 µM) 
und nativem Cetuximab (6,6 µM) 
(5) 
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(6) 
  Wird Gleichung (5) nach der Variablen n umgestellt erhält man für die Berechnung 
des Beladungsgrades von Cetuximab an c-L-DNA 2 folgende Gleichung:  
  
n=
E280 nm×εC225 260 nm-E260 nm×εC225 280 nm
E260 nm×εDNA 280 nm-E280 nm×εDNA 260 nm
 
 
  Zur Ermittlung der Extinktionskoeffizienten von nativem Cetuximab und c-L-DNA 2 
wurden Verdünnungsreihen beider Substanzen erstellt und die Extinktion bei 260 nm 
und 280 nm gemessen. Nach linearer Regression der Messpunkte wurden für 
c-L-DNA 2 Extinktionskoeffizienten von 148 ± 7 µl/nmol·cm (260 nm) und 
112 ± 5 µl/nmol·cm (280 nm) sowie für Cetuximab 97 ± 6 µl/nmol·cm (260 nm) und 
217 ± 14 µl/nmol·cm (280 nm) ermittelt (Abbildung 32).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Anschließend wurde die Extinktion von NOTA3-C225-(c-L-DNA)n bei 260 nm sowie 
280 nm gemessen und der Beladungsgrad mittels Gleichung (6) berechnet. Für das 
niedrig modifiziertes Derivat (c-L-DNA Konjugation ausgehend von NOTA3-C225-Mal8) 
variierte dabei chargenabhängig der Beladungsgrad an c-L-DNA in einem Bereich von 
1,2 - 2,2. In der vorliegenden Arbeit wird das Derivat mit n = 1,5 deklariert (NOTA3-
C225-(c-L-DNA)1,5). An das hoch modifizierte Derivat NOTA3-C225-Mal33 wurden je 
nach Produktcharge 4 - 5 Oligonukleotide kovalent gebunden. Dabei wird zur 
Vereinfachung das erhaltene Konjugat als NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 (n = 5) bezeichnet. 
Mittels Gleichung (1) und (2) wurden die Extinktionskoeffizienten der konjugierten 
Antikörper-Derivate berechnet. Die Konzentrationen der Stammlösungen an NOTA3-
C225-(c-L-DNA)1,5 und NOTA3-C225-(c-L-DNA)5, welche nach dem Lambert-
ε
280nm
 = 217 ± 14 µl/nmol·cm 
ε
260nm
 = 97 ± 6 µl/nmol·cm 
ε
260nm
 = 148 ± 7 µl/nmol·cm 
ε
280nm
 = 112 ± 5 µl/nmol·cm 
A B 
Abbildung 32: Bestimmung der Extinktionskoeffizienten ε bei 260 nm und 280 nm mittels 
linearer Regression von A: 17mer-c-L-DNA 2 und B: natives Cetuximab 
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Beerschem-Gesetz bestimmt wurden, lagen in einem Bereich von 0,04 - 0,06 mM. 
Dabei wurden die beiden Cetuximab-c-L-DNA-Derivate in Ausbeuten von ca. 89% 
erhalten bezogen auf die eingesetzte Stoffmenge an NOTA3-C225-Mal8 bzw. NOTA3-
C225-Mal33. 
 
Anionenaustauschchromatographie   
  HPLC-Analysen der Derivate NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 und NOTA3-C225-
(c-L-DNA)5 wurden unter denselben Bedingungen, wie in Kapitel 4.3.2.2 beschrieben, 
aufgenommen. Aufgrund dessen, dass pro gebundener c-L-DNA 17 negative 
Ladungen auf der Proteinoberfläche lokalisiert werden, sollten sich die 
Retentionszeiten der Produkte deutlich von denen der jeweiligen Edukte NOTA3-C225-
Mal8 (tR = 5,9 min) sowie NOTA3-C225-Mal33 (tR = 7,9 min) unterscheiden. Im 
analytischen HPLC-Chromatogramm von NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 konnten 
insgesamt vier Produktpeaks mit den Retentionszeiten 6,1, 9,1, 10,3 und 11,1 min 
identifiziert werden (Abbildung 33A). Dabei lässt sich der Peak mit tR = 6,1 min dem 
Edukt NOTA3-C225-Mal8 zuordnen (Vergleich Abbildung 29A in Kapitel 4.3.3.2, 
Seite 54). Die drei restlichen Produktpeaks entsprechen jeweils C225-Derivaten, 
welche mit ein (tR = 9,1 min), zwei (tR = 10,3 min) bzw. drei (tR = 11,1 min) c-L-DNA-
Molekülen konjugiert sind. Demnach besteht die erhaltene Produktfraktion an NOTA3-
C225-(c-L-DNA)1,5 aus einem Gemisch an Derivaten mit unterschiedlichem 
Beladungsgrad. Der mittels UV-Spektroskopie berechnete Wert von 1,5 stellt indes den 
Mittelwert des c-L-DNA-Konjugationsgrades der entsprechenden Fraktion dar.  
 
  Im analytischen HPLC-Chromatogramm der Produktfraktion von  NOTA3-C225-
(c-L-DNA)5 wurde ein Multiplett bestehend aus insgesamt sieben Peaks mit 
Retentionszeiten zwischen 9,7 und 13,6 min erhalten (Abbildung 33B). Die einzelnen 
Signale entsprechen hierbei C225-Derivaten mit einem Beladungsgrad von eins bis 
sieben c-L-DNA-Molekülen pro Antikörper. Nicht umgesetztes Edukt, wie in der 
Produktfraktion von NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 enthalten, wurde indes nicht detektiert. 
Die gemessene Peakverteilung korreliert dabei mit dem durch UV-Spektroskopie 
berechneten Beladungsgrad von 4 - 5.  
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  Trotz des Umstandes, dass 2 im Vergleich zu den Edukten NOTA3-C225-Mal8 und  
NOTA3-C225-Mal33 in 10 bzw. 20fachem Überschuss zum Reaktionsansatz gegeben  
wurde, reagierten nur ca. 1/6 der auf der Proteinoberfläche gebundenen 
Maleinimidgruppen mit der entschützten c-L-DNA. Dies könnte daran liegen, dass eine 
Modifikation des Antikörpers aufgrund der geringen Größe des heterobifunktionalen 
Crosslinkers 9 (M = 280,23 g/mol) auch an Positionen der Proteinstruktur erfolgt, die 
unzugänglich für die vergleichsweise große c-L-DNA (M = 5283 g/mol) sind und 
dadurch die nukleophile Additionsreaktion an der C-C-Doppelbindung des 
Maleinimides sterisch behindern. Wie bereits in Kapitel 4.3.3.1 auf Seite 51 
beschrieben wurde für die Konjugation von 9 mit NOTA3-C225 ein Phosphatpuffer mit 
einem pH-Wert von 7,0 verwendet. Die bereits bei diesem pH-Wert einsetzende 
basische Hydrolyse aliphatischer Maleinimide könnte demnach ein weiterer Grund für 
den nur geringen Konjugationsgrad an c-L-DNA im Vergleich zum Maleinimid sein [13, 
198]. Auch die Reoxidation der entschützen c-L-DNA unter Bildung dimerer Derivate 
stellt eine weitere Ursache dar. Anhand analytischer HPLC-Chromatogramme von 
NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 und NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 in Abbildung 33 ist zu 
erkennen, dass die Produktfraktionen trotz Reinigung mittels Größenausschlussfilter 
noch geringe Mengen an dimerisierter c-L-DNA (tR = 14,3 min) enthält.  
 
  Die detaillierte biologische Charakterisierung der Konjugate bzgl. Oberflächenladung 
und Rezeptoraffinität erfolgt in Kapitel 4.5. 
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Abbildung 33: Analytische HPLC-Chromatogramme (220 nm) von A: NOTA3-C225-
(c-L-DNA)1,5 und B:  NOTA3-C225-(c-L-DNA)5; HPLC-Säule: YMC-BioPro QA-F, 5 μm, 
4,6 × 100 mm, LM A: 20 mM Tris/HCl (pH = 8,5) und LM B: 1 M NaCl + 20 mM Tris/HCl 
(pH = 8,5), Methode 6 
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4.4 Radiochemische Synthesen 
 
4.4.1 68Ga-Markierung von NOTA-L-DNA-(0-20)kDa-PEG 6a-e 
 
  Das Radionuklid 68Ga war routinemäßig über einen 68Ge/68Ga-Generatur (iThemba 
LABS, Faure, Südafrika) verfügbar. Die Verbindungen NOTA-L-DNA-(0-20)kDa-PEG 
6a-e (vgl. Kapitel 4.2.2) wurden für die Radiomarkierung mit 68Ga eingesetzt. Bei der 
Markierung ist zu beachten, dass der optimale pH-Wert der Reaktion in einem Bereich 
zwischen 4 - 5 liegt. Besonders die Bildung des unlöslichen ([68Ga]Ga(OH)3) 
(Kolloidbildung), welches bei einem pH-Wert von 4,5 - 6 die dominante Spezies in 
wässrigen Systemen darstellt, steht in direkter Konkurrenz zur angestrebten 
Komplexierungsreaktion [210]. Deshalb ist für reproduzierbar hohe effektive 
spezifische Aktivitäten und Markierungsausbeuten die genaue Einhaltung der 
Reaktionsparameter von entscheidender Bedeutung. Da für In-vivo-Anwendungen die 
markierten Derivate in möglichst physiologisch verträglichen Medien vorliegen sollten, 
wurde bei der Markierung von 6a-e ein 1 M MES-Puffer (pH = 7,0) verwendet. Dabei 
wurden die Volumina an Reaktionspuffer und [68Ga]GaCl3-Eluat, welches ca. 0,7-0,8 M 
HCl enthielt, so bemessen, dass sich nach Zugabe des Eluats zum Reaktionsgemisch 
(enthält 6a-e) ein pH-Wert von ca. 4 - 5 einstellte. Die jeweiligen Anteile wurden nach 
der Formel VPuffer = VEluat × 1,065 berechnet. Anschließend wurde das Reaktions-
gemisch 30 min bei 60°C in einem Thermomixer intensiv geschüttelt. Das 
Reaktionsschema ist in Abbildung 34 dargestellt. Um nicht komplexiertes 68Ga als 
([68Ga]Ga-EDTA)- zu binden, wurde zu einem Aliquot des Reaktionsansatzes EDTA-
Lösung im zweifachen Überschuss, bezogen auf 6a-e, gegeben, weitere 10 min bei 
Raumtemperatur stehen gelassen und mittels Radio-HPLC auf eine vollständige 
Komplexierung analysiert. 
 
  Aufgrund der geringen Halbwertszeit des 68Ga von 68 min wurden die 
Reaktionsansätze so bemessen, dass die Verbindungen [68Ga]Ga6a-e ohne weitere 
Reinigung für In-vivo-Versuche verwendet werden konnten. Dabei wurden ausgehend 
von ca. 120 MBq [68Ga]GaCl3 und 2 nmol 6a-e die 
68Ga-markierten Derivate mit 
radiochemischen Ausbeuten (RCA) von > 95% und einer radiochemischen Reinheit 
(RCR) von > 95% erhalten. Analytische Radio-HPLC-Chromatogramme ausgewählter 
Markierungsansätze sind in Abbildung 35 illustriert. Für In-vivo-Applikationen ist eine 
RCR von > 95% eines der maßgeblichen Qualitätskriterien. Die in den 
Reaktionsansätzen detektierten < 5% Verunreinigungen sind zum einen freies 
Ergebnisse und Diskussion 
––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
 
62  
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
0
500
1000
1500
2000
E
D
C
B
A
 
Zeit [min]
Im
p
u
ls
ra
te
 [
m
A
U
]
[68Ga]Ga3+, welches als ([68Ga]Ga-EDTA)- mit dem Totvolumen eluiert und zum 
anderen vermutlich nicht zuordenbare hydrolysierte [68Ga]Ga-NOTA-L-DNA-
Fragmente, die in einem Retentionszeitbereich von 3,0 - 4,5 min detektiert wurden. Die 
L-DNA-Verbindungen 6a-e konnten mit einer effektiven spezifischen Aktivität (Aeff, spez) 
von bis zu 61 GBq/µmol (zerfallskorrigiert) mit 68Ga markiert werden.  
 
 
Abbildung 34: Radiomarkierung von NOTA-L-DNA-(0-20)kDa-PEG 6a-e mit [
68
Ga]GaCl3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 35: Analytische Radio-HPLC-Chromatogramme von A: [
68
Ga]Ga-NOTA-L-DNA 
[
68
Ga]Ga6a (tR = 4,9 min), B: [
68
Ga]Ga-NOTA-L-DNA-2kDa-PEG [
68
Ga]Ga6b (tR = 7,8 min), 
C: [
68
Ga]Ga-NOTA-L-DNA-5kDa-PEG [
68
Ga]Ga6c (tR = 8,5 min), D: [
68
Ga]Ga-NOTA-L-DNA-
10kDa-PEG [
68
Ga]Ga6d (tR = 9,7 min) und E: [
68
Ga]Ga-NOTA-L-DNA-20kDa-PEG [
68
Ga]Ga6e 
(tR = 9,9 min); HPLC-Säule: X Bridge
TM
 OST C18, 2,5 μm, 4,6 × 50 mm, LM A: 50 mM TEAA 
(pH = 6,3) und LM B: Acetonitril, Methode 7 
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4.4.2 64Cu-Markierung von NOTA-L-DNA-(0-20)kDa-PEG 6a-e 
 
  Die Verbindungen NOTA-L-DNA-(0-20)kDa-PEG 6a-e wurden für die Markierung mit 
64Cu eingesetzt. Infolge der automatisierten Targetaufbereitung des im Zyklotron 
bestrahlten 64Ni-Targets wurde das 64Cu-Eluat in 0,01 M HCl erhalten [211]. Dabei 
traten trotz Prozessautomatisierung vereinzelt starke Schwankungen des Salzsäure-
Gehaltes auf. Deshalb wurde für die Markierung von 6a-e ein 1 M MES-Puffer mit 
einem pH-Wert von 6,0 verwendet, um eine ausreichende Pufferkapazität und pH-
Stabilität des Reaktionsansatzes zu gewährleisten. Je nach Anwendung wurden 
0,5 - 7,5 nmol 6a-e mit 10 - 180 MBq [64Cu]CuCl2 nach dem in Abbildung 36 
dargestellten Reaktionsschema markiert. Das Reaktionsgemisch wurde 35 min bei 
60°C in einem Thermomixer intensiv geschüttelt. Anschließend wurde, um nicht 
komplexiertes 64Cu als ([64Cu]Cu-EDTA)2- zu binden, zu einem Aliquot des 
Reaktionsgemisches EDTA-Lösung im zweifachen Überschuss, bezogen auf 6a-e 
gegeben, weitere 10 min bei Raumtemperatur stehen gelassen und mittels Radio-
HPLC auf eine vollständige Komplexierung analysiert.  
 
  Zur Entfernung von nicht komplexiertem 64Cu wurde das Reaktionsgemisch für In-
vivo-Pretargeting-Untersuchungen zusätzlich mit einem Größenausschlussfilter 
gereinigt und der Reaktionspuffer mit Phosphatpuffer (pH = 7,0) ausgetauscht.   
 
 
Abbildung 36: Radiomarkierung von NOTA-L-DNA-(0-20)kDa-PEG 6a-e mit [
64
Cu]CuCl2 
 
  Laut Förster [14] waren bei der Markierung von NOTA-L-DNA-5kDa-PEG 6c effektive 
spezifische Aktivitäten (Aeff, spez) von bis zu 400 GBq/µmol erreichbar. Allerdings sind 
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solch hohe Werte nur schwer reproduzierbar, da auch die Aeff, spez des 
64Cu-Eluats 
chargenabhängig Schwankungen unterliegt. Die Bestimmung der Aeff, spez erfolgte 
mittels eines TETA-Bindungsassays bei Raumtemperatur [211].  
 
  Es wurden dabei Aeff, spez von 400 ± 200 GBq/µmol erhalten. In Abhängigkeit von 
experimentellen Anforderungen wurden die L-DNA-Derivate 6a-e mit einer Aeff, spez von 
ca. 20 GBq/µmol markiert. Dabei wurde [64Cu]Cu6a-e mit einer RCA von > 95% und 
einer RCR von > 95% erhalten. Ausgewählte analytische Radio-HPLC-
Chromatogramme von [64Cu]Cu6a-e sind in Abbildung 37 zusammengefasst. In den 
Reaktionsansätzen konnten in Anteilen < 5% Verunreinigungen in Form von 
[64Cu]Cu2+, welches als ([64Cu]Cu-EDTA)2- mit dem Totvolumen eluierte, detektiert 
werden. Wenn die Aeff, spez des 
64Cu-Eluats einen Wert < 50 GBq/µmol aufwies, traten 
verstärkt nicht zuordenbare hydrolisierte [64Cu]Cu-NOTA-L-DNA-Fragmente auf, die in 
einem Retentionszeitbereich von 3,0 - 4,5 min detektiert wurden (vgl. Kapitel 4.4.1). 
Besonders herstellungsbedingte Kontaminationen mit zweiwertigen Übergangs-
metallionen wie Cu2+, Ni2+ und Zn2+ korrelieren bezüglich ihrer Konzentration durch 
Lewissäure-Aktivierung der Phosphodiesterbindungen des DNA-Rückrates mit einer 
verstärkten Hydrolyse und Fragmentierung [212, 213].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 37: Analytische Radio-HPLC-Chromatogramme von A: [
64
Cu]Cu-NOTA-L-DNA 
[
64
Cu]Cu6a (tR = 4,7 min), B: [
64
Cu]Cu-NOTA-L-DNA-2kDa-PEG [
64
Cu]Cu6b (tR = 7,6 min), 
C: [
64
Cu]Cu-NOTA-L-DNA-5kDa-PEG [
64
Cu]Cu6c (tR = 8,6 min), D: [
64
Cu]Cu-NOTA-L-DNA-
10kDa-PEG [
64
Cu]Cu6d (tR = 9,5 min) und E: [
64
Cu]Cu-NOTA-L-DNA-20kDa-PEG [
64
Cu]Cu6e 
(tR = 10,0 min); HPLC-Säule: X Bridge
TM
 OST C18, 2,5 μm, 4,6 × 50 mm, LM A: 50 mM TEAA 
(pH = 6,3) und LM B:Acetonitril, Methode 7 
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4.4.3 64Cu-Markierung NOTA funktionalisierter Cetuximab-Derivate 
 
4.4.3.1 Entwicklung einer Methode zur schonenden Radiomarkierung von Antikörpern 
mit  64Cu  
 
  Die Cetuximab-Derivate NOTA3-C225 sowie NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 und NOTA3-
C225-(c-L-DNA)5 sollten sowohl für Zellaufnahmestudien an A431- und FaDu-Zelllinien 
als auch für In-vivo-Targeting-Experimente an tumortragenden Nacktmäusen zur 
Ermittlung des pharmakologischen Profils mit 64Cu markiert werden. Weiterhin wurde 
das Derivat [64Cu]Cu-NOTA3-C225 aufgrund seines geringen Konjugationsgrades als 
radiomarkierte Referenzsubstanz, im Folgenden als „Radiostandard“ bezeichnet, für 
Kompetitionsbindungsstudien zur Affinitätsbestimmung modifizierter Cetuximab-
Derivate eingesetzt. 
 
  Im Gegensatz zur Markierung von 6a-e wurde die [64Cu]CuCl2-Lösung bereits vor der 
Zugabe zum Reaktionsansatz mit gleichem Volumenanteil eines 1 M MES-Puffers auf 
einen pH-Wert von 6,0 eingestellt. Die Addition des sauren 64Cu-Eluates würde 
andernfalls eine kurzzeitige partielle pH-Wert-Verringerung im Reaktionsansatz 
bewirken und dadurch aufgrund der Sensitivität von Antikörpern gegenüber starken 
pH-Schwankungen zur Denaturierung des Proteins beitragen, welche mit dem Verlust 
der biologischen Aktivität der Derivate einherginge. Deshalb wurden für die 
Komplexierung von [64Cu]Cu2+ möglichst milde Reaktionsbedingungen bei leicht 
saurem pH-Wert gewählt. Um die mechanische Beanspruchung der Antikörper-
Konjugate  infolge von Scherkräften so gering wie möglich zu halten, wurden die 
Reaktionsgemische ohne zu schütteln unter gelegentlichem manuellen Schwenken 
35 min bei 30°C in einem Thermomixer stehen gelassen. Dabei erfolgte die Markierung 
der drei in Abbildung 38 dargestellten C225-Derivate ausgehend von einer Stoffmenge 
von je 1,6 nmol mit ca. 100 MBq [64Cu]CuCl2.  
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Abbildung 38: Radiomarkierung von NOTA3-C225 sowie NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 und 
NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 mit [
64
Cu]CuCl2 
 
  Anschließend wurde zu den Reaktionsansätzen EDTA-Lösung im molaren Verhältnis 
4:1 (EDTA/Cetuximab-Konjugat) gegeben, um nicht komplexiertes [64Cu]Cu2+ als 
([64Cu]Cu-EDTA)2- zu binden. Die Auswertung mittels Radio-DC ergab für alle Derivate 
eine RCA und RCR > 98% und eine Aeff, spez von 55 - 61 GBq/µmol. Als DC-System 
wurden ITLC-SA-Platten (Glasfaserpapier mit Salicylsäure imprägniert) sowie 0,9%ige 
NaCl-Lösung als mobile Phase verwendet. Ausgewählte Radio-
Dünnschichtchromatogramme der markierten Cetuximab-Derivate [64Cu]Cu-NOTA3-
C225, [64Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 und [
64Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 
sind in Abbildung 39 zusammengefasst. Dabei weisen alle C225-Konjugate aufgrund 
ihrer Größe einen Rf-Wert von 0 auf, während ([
64Cu]Cu-EDTA)2- wegen seiner hohen 
Hydrophilie mit der Laufmittelfront wandert (Rf = 1). Für die in Kapitel 4.5.5 auf Seite 82 
beschriebenen Kompetitionsbindungsstudien wurde der Radiostandard [64Cu]Cu-
NOTA3-C225 routinemäßig sogar mit einer Aeff, spez von bis zu 160 GBq/µmol hergestellt 
(0,5 nmol NOTA3-C225, 60-80 MBq [
64Cu]CuCl2). 
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Abbildung 39: Radio-Dünnschichtchromatogramme von A: [
64
Cu]Cu-NOTA3-C225, 
B: [
64
Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 und C: [
64
Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)5; stationäre 
Phase: ITLC-SA-Platten, mobile Phase: 0,9%ige NaCl-Lösung 
 
 
4.4.3.2 Analytische Charakterisierung der 64Cu-markierten Cetuximab-Derivate mittels 
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 
 
  Zur weiteren Charakterisierung der markierten Cetuximab-Konjugate wurde eine 
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) durchgeführt (Abbildung 40). Die 
Detektion erfolgte dabei zum einen mittels Radioluminographie und zum anderen 
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mittels Anfärben des Geles mit Coomassie-Brillantblau. Die Berechnung der Molmasse 
der einzelnen Konjugate erfolgte anhand des eingesetzten Standards (HiMarkTM Pre-
Stained High Molecular Weight Protein Standard) durch Interpolation der detektierten 
Proteinmassen. Aufgrund der Größe der zu untersuchenden Proteine wurde ein 
5%iges Sammel- und 6%iges Trenngel verwendet. Jedes untersuchte Derivat wurde 
dabei zur besseren Vergleichbarkeit untereinander sowohl nativ als auch reduziert 
(mittels Mercaptoethanol) auf das Gel aufgetragen. Mercaptoethanol reduziert die 
Dislfidbrückenbindungen des Antikörpers und fragmentiert die jeweiligen Konjugate in 
ihre entsprechenden schweren (heavy chains, ~ 55 kDa) und leichten (light chains, 
~ 25 kDa) Polypeptidketten. Als Referenz wurde ein Größenmarker mit einem 
Molmassenbereich von 31 - 460 kDa verwendet (Abbildung 40, Laufbahnen 1 und 8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  In Abbildung 40A+B, Laufbahn 2, ist zu erkennen, dass die Molmasse von [64Cu]Cu-
NOTA3-C225 in einem Bereich von 171 - 268 kDa einzuordnen ist (ber. 153,4 kDa). 
Eine genauere Bestimmung ist mittels SDS-PAGE nicht möglich, da in dem zu 
betrachtenden Molmassenbereich Unterschiede nur schwer zu differenzieren sind. 
Anhand des mit Mercaptoethanol reduzierten Antikörpers [64Cu]Cu-NOTA3-C225  sind 
sowohl im Autoradiogramm als auch in der Coomassie-Färbung des Geles (Abbildung 
40A+B, Laufbahn 3) jeweils die schwere und die leichte Kette im erwarteten 
Molmassenbereich von 25 bzw. 55 kDa detektierbar. Mittels SDS-PAGE mit dem 
radioaktiv markierten Antikörper-Konjugat sind Aussagen darüber möglich, an welchen 
strukturellen Segmenten des Antikörpers die Konjugation mit dem Chelator erfolgte. 
Anhand Abbildung 40B, Laufbahn 3, ist erkennbar, dass Cetuximab sowohl an der 
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Abbildung 40: SDS-PAGE-Analyse der 
64
Cu-markierten C225-Derivate, A: Färbung mit 
Coomassie Brillantblau, B: Autoradiogramm des Gels; Aufgetragene Proben in den 
Laufbahnen: (1 und 8) Molmassemarker, (2) [
64
Cu]Cu-NOTA3-C225 nativ (3) reduziert, 
(4) [
64
Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 nativ (5) reduziert, (6) [
64
Cu]Cu-NOTA3-C225-
(c-L-DNA)5 nativ (7) reduziert; Die Abbildung zeigt eine repräsentative Page aus drei 
Experimenten 
A B 
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schweren als auch an der leichten Kette mit NOTA funktionalisiert sowie mit 64Cu 
markiert wurde.  
 
  Laut HPLC-Analyse des Derivates NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 (siehe Kapitel 4.3.4.2 
Abbildung 33; Seite 60) besteht die erhaltene Produktfraktion aus einem Gemisch von 
Derivaten mit unterschiedlichem Beladungsgrad an c-L-DNA. Dieses Ergebnis kann 
anhand des markierten Derivates [64Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 mittels SDS-
Page bestätigt werden (Abbildung 40A+B, Laufbahn 5). Dabei enthält das 
Produktgemisch einerseits mit c-L-DNA unmodifiziertes Derivat (vgl. Abbildung 40, 
Laufbahn 3 und 5: Banden für leichte und schwere Ketten bei 25 und 55 kDa) und 
andererseits mehrere c-L-DNA konjugierte Verbindungen. Charakteristische Banden 
können für die beiden leichten Ketten bei ca. 35 kDa (entspricht +1 c-L-DNA) und für 
die schweren Ketten bei 71, 117 sowie 171 - 238 kDa (entspricht +1, +2 sowie +3 
c-L-DNA) detektiert werden. Allerdings entspricht die mittels SDS-Page ermittelte 
Erhöhung der Molmasse nicht der berechneten Zunahme pro konjugierter c-L-DNA 
(ΔM ≈ 5,3 kDa). Dies liegt unter anderem daran, dass Cetuximab-c-L-DNA-Derivate 
sowohl Eigenschaften von Proteinen als auch von Oligonukleotiden vereinen und 
demnach ein reiner Protein- oder Oligonukleotid-Molmassenmarker nur bedingt für die 
Analyse solcher Konjugate geeignet ist.  
 
  Im Vergleich zwischen der SDS-Page von [64Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 
(Abbildung 40A+B, Laufbahn 5) ist erkennbar, dass das Derivat [64Cu]Cu-NOTA3-
C225-(c-L-DNA)5 (Abbildung 40A+B, Laufbahn 7) durch einen höheren Beladungsgrad 
an c-L-DNA charakterisiert ist. Im Autoradiogramm sind nur noch sehr schwache 
Banden für die unkonjugierten leichten und schweren Ketten bei 25 und 55 kDa 
nachweisbar (Abbildung 40B, Laufbahn 7). Die stärkste Intensität wird in einem 
Molmassenbereich von 238 - 268 kDa detektiert. Allerdings kann der Konjugationsgrad 
der schweren Ketten an c-L-DNA nicht mehr eindeutig zugeordnet werden. Hingegen 
sind für die leichten Ketten zwei Signalaufspaltungen bei 35 und 41 kDa (entspricht +1 
und +2 c-L-DNA) zu erkennen. Mittels SDS-Page wurde damit das Ergebnis der HPLC-
Analyse des Derivates NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 (siehe Kapitel 4.3.4.2 Abbildung 33, 
Seite 60) bezüglich des Vorliegens eines Produktgemisches von Konjugaten mit 
unterschiedlichem Beladungsgrad an c-L-DNA bestätigt. 
 
  Die Laufbahnen 2, 4 und 6 des in Abbildung 40A+B dargestellten SDS-Geles 
enthalten jeweils die nativen Derivate an [64Cu]Cu-NOTA3-C225, [
64Cu]Cu-NOTA3-
C225-(c-L-DNA)1,5 und [
64Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)5. Wie zu erkennen ist, 
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nehmen die Molmassen tendenziell vom niedriger zum höher modifizierten Derivat zu. 
Allerdings ist der detektierte Molmassenbereich von 171 - 268 kDa als zu hoch 
einzustufen. Gründe sind zum einen die schlechte Auftrennung hochmolekularer 
Verbindungen im verwendeten Gel und zum anderen die bereits beschriebene 
„Protein/Nukleotid-Mischcharakteristik“ c-L-DNA konjugierter Antikörper. Die 
berechneten Molmassen sind 153,4 kDa (NOTA3-C225), 162,6 kDa ([
64Cu]Cu-NOTA3-
C225-(c-L-DNA)1,5) und 185,2 kDa ([
64Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)5). 
 
 
4.4.4 177Lu-Markierung von DOTA-GA-L-DNA-10kDa-PEG 8d 
 
  Für die Markierung mit dem therapeutisch wirksamen Radionuklid 177Lu wurde die 
Verbindung DOTA-GA-L-DNA-10kDa-PEG 8d eingesetzt. Ähnlich wie Gallium bilden 
dreiwertige Lanthanoid-Ionen in wässrigen Systemen pH-abhängig verschiedene 
Hydroxospezies aus. Deshalb ist bei der Markierung darauf zu achten, dass die 
Bildung des unlöslichen [Lu(OH3)] nicht in direkter Konkurrenz zur 
Komplexierungsreaktion steht. Der optimale pH-Wert für die Radiomarkierung liegt in 
einem Bereich von 4-6 [214]. Wie in Abbildung 41 dargestellt ist, erfolgte die 
Komplexierung von 177Lu in 0,1 M MES-Puffer (pH = 6,0) bei 80°C. Nach einer 
Reaktionszeit von 30 min wurde nicht komplexiertes 177Lu durch Zugabe einer DTPA-
Lösung als Komplex ([177Lu]Lu-DTPA)2- gebunden. Dabei konnte 8d mit einer 
spezifischen Aktivität von bis zu 170 GBq/µmol markiert werden. 
 
 
Abbildung 41: Radiomarkierung von DOTA-GA-L-DNA-10kDa-PEG 8d mit [
177
Lu]LuCl3 
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  Für In-vivo-Pretargeting-Untersuchungen (vgl. Tierversuche Kapitel 4.6.5) wurde der 
Reaktionsansatz anschließend in einen Größenausschlussfilter mit einer 
Molmassengrenze von 10 kDa überführt und der Komplex ([177Lu]Lu-DTPA)2- mittels 
Zentrifugalfiltration entfernt. Um ein möglichst physiologisches Injektionsmedium zu 
erhalten, erfolgte während der einzelnen Zentrifugationsschritte ein Austausch des 
Reaktionspuffers gegen Phosphatpuffer (pH = 7,0). Ausgehend von 667 MBq 
[177Lu]LuCl3 und 4,5 nmol 8d wurden 524 MBq von markierter L-DNA [
177Lu]Lu8d mit 
einer radiochemischen Reinheit von > 99% erhalten. Dies entspricht einer 
radiochemischen Ausbeute von 78,5% und einer effektiven spezifischen Aktivität von 
143 GBq/µmol (entspricht 8,8 MBq/µg). 
 
  Da dreiwertige Lanthanoid-Ionen die Hydrolyse der Phosphodiester-Bindung von 
Oligonukleotiden katalysieren, wurde die In-vitro-Stabilität von [177Lu]Lu8d im 
Reaktionsgemisch untersucht. Besonders die Ionen der letzten drei Lanthanoid-
Elemente Tm3+, Yb3+ und Lu3+ weisen das höchste katalytische Potential auf [215, 216]. 
Wie aus den in Abbildung 42 dargestellten Radio-HPLC-Chromatogrammen des 
Reaktionsgemisches hervorgeht, zeichnet sich [177Lu]Lu8d über den gesamten 
untersuchten Zeitraum durch eine hohe Stabilität aus. Nach 7 d (168 h) wurde immer 
noch über 92% intaktes Produkt nachgewiesen. Aufgrund dessen, dass das 
verwendete 177Lu-Eluat vom Hersteller mit hoher spezifischer Aktivität geliefert wurde 
(no carrier added, Aeff, spez > 3000 GBq/mg), kann infolge der geringen Konzentration an 
[177Lu]Lu3+-Ionen im Reaktionsansatz die Hydrolyse von [177Lu]Lu8d als 
vernachlässigbar gering eingestuft werden.  
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4.5 In-vitro-Charakterisierung und Bewertung des Pretargeting-Systems 
auf dessen Eignung für In-vivo-Anwendungen 
  
4.5.1 Vorüberlegungen 
   
  In diesem Kapitel soll anhand von In-vitro-Untersuchungen das Pretargeting-System, 
bestehend aus NOTA3-C225-(c-L-DNA)n und NOTA-L-DNA-(0-20)kDa-PEG 6a-e, 
charakterisiert und hinsichtlich ihres Potentials für In-vivo-Applikationen untersucht 
werden. Eine zentrale Fragestellung dabei ist, inwieweit das Internalisierungsverhalten 
von Cetuximab, welches maßgeblich die Tumorakkumulation der radioaktiv markierten 
Komponente beeinflusst, ein Ausschlusskriterium für dessen Einsatz als Pretargeting-
Antikörper darstellt. Dazu sollen mit Hilfe der EGFR überexprimierenden 
Plattenepithelkarzinom-Zelllinien A431 und FaDu der Grad und die Geschwindigkeit 
Abbildung 42: Analytische Radio-HPLC-Chromatogramme zur Ermittlung der Stabilität von 
[
177
Lu]Lu-DOTA-L-DNA-10kDa-PEG [
177
Lu]Lu8d im Reaktionsgemisch (in 0,1 M MES-Puffer 
pH = 6,0) zu den Zeitpunkten  A: 0 h, B: 24 h, C: 48 h, D: 96 h und E: 168 h; HPLC-Säule: 
X Bridge
TM
 OST C18, 2,5 μm, 4,6 × 50 mm, LM A: 50 mM TEAA (pH = 6,3) und LM B:Acetonitril, 
Methode 7 
 
Ergebnisse und Diskussion 
––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
 
73  
der Internalisierung der beiden in Kapitel 4.3.4 synthetisierten Antikörper-Derivate zu 
bestimmten Pretargeting-Intervallen untersucht werden.  
 
  Ein weiteres wichtiges Kriterium für ein potentielles Pretargeting-System stellt die 
Affinität der modifizierten Antikörper-Konjugate dar. Besonders das hoch modifizierte 
Derivat NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 könnte sich aufgrund der hohen Anzahl an 
Maleinimid- und c-L-DNA-Substituenten durch eine deutlich verringerte Affinität im 
Vergleich zum unmodifizierten Cetuximab auszeichnen. Da aufgrund der hohen Anzahl 
an Lysin-Einheiten eine Verteilung der drei kovalent gebundenen Strukturmotive stets 
als statistisch anzusehen ist, steigt mit Zunahme des Konjugationsgrades auch die 
Wahrscheinlichkeit, an Aminogruppen der hypervariablen Domäne zu binden und 
dadurch die Affinität des Antikörpers zu reduzieren. Deshalb wurde mit Hilfe eines 
geeigneten Kompetitionsassays, unter Verwendung von Zellhomogenat, die Affinität 
der beiden Derivate NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 und NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 zum 
EGFR untersucht. Weiterhin zeigen chemisch modifizierte Antikörper aufgrund der 
Änderung der Oberflächenladung ein stark abweichendes pharmakologisches 
Verhalten im Vergleich zu ihren unmodifizierten Analoga (siehe Kapitel 4.3.1) [203]. 
Der Einfluss der NOTA-, Maleinimid- und c-L-DNA-Substituenten auf die 
Oberflächenladung sollte daher mittels isoelektrischer Fokussierung (IEF) bestimmt 
werden. 
 
  Neben dem Internalisierungsverhalten und der Affinität der Cetuximab-Derivate ist 
eine weitere wichtige Fragestellung, ob die verschiedenen PEG-Substituenten 
(2-20 kDa) der radioaktiv markierbaren Komponente die Hybridisierung am Antikörper 
beeinflussen. Nach Förster zeigte das 68Ga bzw. 64Cu markierte NOTA-L-DNA-10kDa-
PEG-Derivat 6d das vorteilhafteste Verteilungsprofil in vivo bzgl. Nieren- und 
Leberakkumulation sowie Blutverweildauer [14]. Allerdings könnte der sich daraus 
ergebende Vorteil einer verbesserten Tumorakkumulation im Vergleich zum nicht 
PEGylierten Analogon durch ein schlechteres Hybridisierungsverhalten wieder 
kompensiert werden. Deshalb sollen zum einen mittels Schmelzpunktbestimmungen 
Aussagen über die Stabilität der verschiedenen L-DNA-Hybride getroffen werden und 
zum anderen mit Hilfe von In-vitro-Hybridisierungsexperimenten sowie zellbiologischer 
Verfahren der Einfluss der PEG-Substituenten untersucht werden. 
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4.5.2 Untersuchungen zur Oberflächenladung modifizierter Cetuximab-Derivate 
 
  Im Übersichtsartikel von Boswell et al. wurde bereits gezeigt, dass chemisch 
modifizierte Antikörper-Derivate in vivo ein stark verändertes pharmakologisches Profil 
aufweisen [203]. Aus diesem Grund wurden die in Kapitel 4.3 synthetisierten 
Cetuximab-Derivate mittels isoelektrischer Fokussierung (IEF) charakterisiert, um den 
Einfluss der NOTA-, Maleinimid- und c-L-DNA-Substituenten auf die Gesamtladung der 
Proteinstruktur zu ermitteln. Dazu wurden kommerziell erhältliche pH-Gradientengele 
der Firma Life Technologies (Carlsbad, USA, Novex® pH 3-10 IEF Gel) verwendet. Die 
Berechnung des isoelektrischen Punktes der einzelnen Konjugate erfolgte anhand des 
eingesetzten Standards (IEF Marker 3-10, SERVA Liquid Mix) durch Interpolation der 
detektierten Proteinbanden. 
   
  In Abbildung 43 ist zu erkennen, dass sich je nach Grad und Art der Konjugation die 
pI-Werte der Derivate deutlich voneinander unterscheiden. Natives Cetuximab weist 
dabei einen pI-Wert von ca. 9,6 - 10,5 auf (Abbildung 43, Laufbahn 2). Damit liegt der 
isoelektrische Punkt etwas über dem in der Literatur angegebenen theoretischen Wert 
von 8,56 [203]. Bereits das am niedrigsten modifizierte Derivat NOTA3-C225 lag mit 
einem pI-Wert von 7,8 - 8,4 deutlich niedriger als der Wert des nativen Antikörpers 
(Abbildung 43 Laufbahn 3). Cetuximab weist eine Ladungsverteilung von 122 
negativen Ladungen aus Carboxylat-Gruppen der Aminosäuren Asparaginsäure (Asp) 
und Glutaminsäure (Glu) sowie 124 positive Ladungen aus 88 Ammoniumgruppen des 
Lysins (Lys) und 36 Guanidingruppen des Arginins (Arg) auf. Durch die Bindung von 
drei Molekülen p-SCN-Bn-NOTA 3 an die Lysin-Einheiten des Antikörpers unter 
Ausbildung einer ungeladenen Thioharnstoffbindung und durch den Eintrag von je drei 
Carboxylfunktionen pro gebundenem Chelator erfolgt eine starke Anionisierung der 
Proteinoberfläche und infolgedessen eine Verringerung des isoelektrischen Punktes. 
Damit ist der pI-Wert modifizierter Antikörper-Derivate nicht nur vom Substitutionsgrad 
sondern auch von der Ladung der konjugierten Substanzen abhängig. 
Erwartungsgemäß weisen demnach die beiden Maleinimid funktionalisierten Konjugate 
NOTA3-C225-Mal8 und NOTA3-C225-Mal33 kleinere pI-Werte als NOTA3-C225 auf (vgl. 
Abbildung 43 Laufbahnen 3, 4 und 5). In Abhängigkeit vom Konjugationsgrad ist der 
isoelektrische Punkt des hoch substituierten Derivates NOTA3-C225-Mal33 mit einem 
Wert von 4,6 - 5,2 deutlich geringer als für das niedrig modifizierte Derivat NOTA3-
                                               
6
 Theoretischer pI-Wert von Cetuximab, welcher mit dem Programm ProtParam des Swiss    
Institute of Bioinformatics (http://web.expasy.org/protparam/) aus der Proteinsequenz 
(http://www.drugbank.ca/drugs/DB00002) berechnet wurde  
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C225-Mal8 welches einen pI im Bereich von 5,9 - 7,3 aufweist. Auffällig dabei ist die 
relativ hohe Breite der Proteinbande von NOTA3-C225-Mal8. Außerdem konnte für das 
hoch substituierte Derivat NOTA3-C225-Mal33 zusätzlich eine zweite Bande bei einem 
pI-Wert von 6,3 detektiert werden. Dies lässt, wie bereits in Kapitel 4.3 diskutiert, den 
Rückschluss zu, dass modifizierte Antikörper-Konjugate stets als statistisch verteilte 
Produktgemische vorliegen. Am Beispiel von  NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 wird dieser 
Zusammenhang besonders deutlich. Wie anhand Abbildung 43, Laufbahn 6 zu 
erkennen ist, werden für das untersuchte Konjugat zwei Banden mit unterschiedlichem 
pI-Wert detektiert (pIBande1 = 5,2 - 5,5; pIBande2 = 6,2 - 6,7). Dabei kann Bande 2 dem 
nicht umgesetzten Edukt  NOTA3-C225-Mal8 zugeordnet werden, während Bande 1 
dem c-L-DNA konjugierten Produkt entspricht. Wie bereits in Kapitel 4.3.4.2 
beschrieben, konnten mittels Anionenaustauscherchromatographie ähnliche 
Ergebnisse erhalten werden (vgl. Abbildung 33 A, Seite 60). Dabei beinhaltet die 
Produktcharge ein Gemisch an NOTA3-C225-Mal8 und unterschiedlich substituierten 
Spezies an NOTA3-C225-(c-L-DNA)n. Grundsätzlich wird aber deutlich, dass die 
Konjugation mit c-L-DNA eine weitere Verringerung des pI-Wertes aufgrund der 17fach 
negativen Ladung des Oligonukleotid-Rückgrates bewirkt. Dieser Effekt wird beim hoch 
substituierten Konjugat NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 (pI = 4,8 - 5,3) im Vergleich zum 
Edukt NOTA3-C225-Mal33 (pI = 4,6 - 5,2) nicht so deutlich (vgl. Abbildung 43, Laufbahn 
5 und 7). Beide Derivate sind durch einen sehr ähnlichen pI-Wert charakterisiert. 
Gründe dafür sind, dass einerseits der Konjugationsgrad an den Lysin-Einheiten des 
Antikörpers nicht weiter erhöht wird und andererseits nimmt die Anzahl an 
Phosphatgruppen von NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 zum NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 zwar 
zu, doch besteht immer ein Gleichgewicht zwischen der protonierten und 
deprotonierten Form in Lösung. Bei sauren pH-Werten wird das Gleichgewicht aber in 
Richtung der protonierten Form verschoben, sodass aufgrund der Ladungsneutralität 
der Phosphatgruppen keine weitere Verringerung des pI-Wertes erfolgt.  
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  Schlussfolgernd kann demnach festgestellt werden, dass durch die NOTA-, 
Maleinimid- und c-L-DNA-Substituenten die Oberflächenladung der einzelnen 
Antikörper-Derivate stark beeinflusst wird. Im Vergleich zum unmodifizierten Cetuximab 
(pI = 9,6 - 10,5) weisen die beiden c-L-DNA-konjugierten Derivate deutlich niedrigere 
pI-Werte im Bereich von 4,8 - 5,5 auf. Inwieweit dieser hohe Modifikationsgrad die 
Pharmakokinetik der Konjugate, insbesondere die Leber- und Tumorakkumulation, 
beeinflusst, können nur In-vivo-Untersuchungen der direkt markierten Verbindungen 
klären. Dabei können aufgrund der Substitutionscharakteristik weitere Einflussfaktoren 
wie elektrostatische Wechselwirkungen, Konformationsänderungen der Antikörper-
Struktur, sterische Effekte sowie ein Affinitätsverlust der konjugierten Derivate zum 
EGFR einen Einfluss auf die Pharmakokinetik ausüben. 
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Abbildung 43: IEF-Analyse der substituierten Cetuximab-Konjuagte, Aufgetragene Proben in 
den Laufbahnen: (1 und 8) IEF-Marker 3-10, (2) Cetuximab, (3) NOTA3-C225, (4) NOTA3-C225-
Mal8, (5) NOTA3-C225-Mal33, (6) NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5, (7) NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 
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4.5.3 Schmelzpunktbestimmung zur Bewertung der Hybridstabilität 
 
4.5.3.1 Die Schmelztemperatur der L-DNA-(0-20)kDa-PEG/c-L-DNA-Hybride 
 
  Um eine Aussage über die Hybridstabilität PEGylierter L-Oligonukleotide zu erhalten, 
wurden im Rahmen der Charakterisierung des Pretargeting-Systems die 
Schmelztemperaturen (Tm) der 17mer-L-DNA-(0-20)kDa-PEG/17mer-c-L-DNA-Hybride 
1a-e/2 photometrisch ermittelt. Die experimentelle Bestimmung erfolgte unter möglichst 
physiologischen Bedingungen in 0,9%iger NaCl-Lösung. Wie in Abbildung 44 zu 
erkennen ist, scheinen die PEG-Substituenten im Bereich von 2-20 kDa keinen 
Einfluss auf die Lage des Schmelzpunktes zu haben. Für die einzelnen Hybridsysteme 
1a-e/2 wurden mit Hilfe der ersten Ableitung aus den in Abbildung 44 dargestellten 
Kurvenverläufen Schmelztemperaturen in einem Bereich von 78 - 79°C berechnet 
(Tabelle 1). Die geringen Schwankungen von einem Kelvin sind als nicht signifikant 
einzustufen. Demnach ist eine Änderung der Hybridstabilität aufgrund sterischer 
Abschirmung, der Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen oder unspezifischer 
Wechselwirkungen durch die eingeführten PEG-Substituenten auszuschließen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.5.3.2 Die Schmelztemperatur der L-DNA-(0-20)kDa-PEG/NOTA3-C225-(c-L-DNA)n-
Hybride 
 
  Weiterhin wurde untersucht, ob die c-L-DNA konjugierten Cetuximab-Derivate 
NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 und NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 das Hybridisierungsverhalten 
von 1a-e im Vergleich zur unkonjugierten c-L-DNA 2 beeinflussen. Besonders die 
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Abbildung 44: Schmelzkurven der L-DNA-(0-20)kDa-PEG/c-L-DNA-Hybride 1a-e/2 in 0,9%iger 
NaCl-Lösung 
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Größe des Antikörpers und die zunehmende Molmasse der PEG-Substituenten 
könnten die Hybridisierung aufgrund sterischer Abschirmung inhibieren und 
infolgedessen die Schmelztemperatur verringern. Für die beiden Hybride 1a/NOTA3-
C225-(c-L-DNA)1,5 und 1a/NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 wurden jeweils Schmelz-
temperaturen von 78,4 ± 0,1°C sowie 77,8 ± 0,2°C ermittelt (Tabelle 1). Damit liegen 
beide Schmelzpunkte im selben Bereich wie 1a/2 (Tm = 78,1 ± 0,4°C). Für die Hybride 
von NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 und NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 mit den PEGylierten 
Verbindungen 1b-e wurden allerdings Schmelztemperaturen bestimmt, welche  2 – 4 K 
niedriger sind als die der korrespondierenden unkonjugierten Derivate 1b-e/2 
(Tabelle 1, siehe Anhang Abbildung A 1 und Abbildung A 2). Dennoch sind die 
ermittelten Schmelzpunkte als sehr hoch einzuordnen. Es kann demnach festgestellt 
werden, dass die PEG-Substituenten die Hybridstabilität am Antikörper nur in sehr 
geringem Maße beeinflussen. Besonders im Hinblick auf In-vivo-Applikationen ist eine 
schnelle Hybridisierungskinetik sowie eine hohe Stabilität der Hybride Voraussetzung 
für den erfolgreichen Einsatz dieses Pretargeting-Systems.  
 
 
4.5.3.3 Die Schmelztemperatur der NOTA-L-DNA-(0-20)kDa-PEG/NOTA3-C225-
(c-L-DNA)n-Hybride 
 
  Zusätzlich sollte der Einfluss der Chelateinheit auf das Hybridisierungsverhalten 
untersucht werden. Dazu wurden analog zur Versuchsreihe von NOTA3-C225-
(c-L-DNA)5 und 1a-e die NOTA konjugierten L-DNA-Derivate 6a-e verwendet. Es zeigte 
sich auch hier, dass durch den Chelator die Hybridstabilität nicht signifikant beeinflusst 
wird  (Tabelle 1, siehe Anhang Abbildung A 3). 
 
Tabelle 1: Ergebnisse der photometrischen Schmelzpunktbestimmung 
Messreihe L-DNA-(0-20)kDa-PEG 1a-e [°C]     
  1a 1b 1c 1d 1e 
      
c-L-DNA 2 78,1 ± 0,4 77,9 ± 0,2 77,9 ± 0,3 78,8 ± 0,4 78,3 ± 0,2 
NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 78,4 ± 0,1 75,2 ± 0,2 76,0 ± 0,4 74,9 ± 0,5 74,9 ± 0,3 
NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 77,8 ± 0,2 75,8 ± 0,5 75,1 ± 0,4 75,3 ± 0,7 74,3 ± 0,4 
      
Messreihe NOTA-L-DNA-(0-20)kDa-PEG 6a-e [°C]  
  6a 6b 6c 6d 6e 
      
NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 77,4 ± 0,6 75,4 ± 0,2 74,8 ± 0,1 74,6 ± 0,5 73,0 ± 0,3 
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4.5.4 Untersuchungen zur Bestimmung der Abhängigkeit von PEG-
Substituenten unterschiedlicher Größe auf das Hybridisierungsverhalten   
 
4.5.4.1 Vorbetrachtung 
 
  Zur weiteren Charakterisierung des Pretargeting-Systems wurde besonders im  
Hinblick auf erste In-vivo-Studien das Hybridisierungsverhalten von NOTA3-C225-
(c-L-DNA)1,5 in Abhängigkeit von der Größe der PEG-Substituenten mit [
64Cu]Cu6a-d 
sowohl im Phosphatpuffer als auch im humanen Vollblut mittels 
Agarosegelelektrophorese untersucht. Besonders eine schnelle Hybridisierung, hohe 
Hybridstabilität sowie eine möglichst geringe unspezifische Bindung an 
Blutbestandteile sind entscheidende Kriterien für eine optimale Akkumulation der 
radioaktiv markierten Komponente im Tumorgewebe und damit für einen möglichen 
therapeutischen Einsatz. Schlesinger konnte bereits anhand erster In-vitro-
Untersuchungen zeigen, dass sich das Hybridisierungsverhalten der 86Y-markierten 
17mer-L-DNA weder im Rattenvollblut noch im Phosphatpuffer signifikant unterscheidet 
[13]. Studien zur Hybridisierungskinetik bestätigten außerdem das große Potential 
dieses Pretargeting-Systems, da schon nach einer Minute eine nahezu quantitative 
Bildung der entsprechenden Hybride im Phosphatpuffer nachgewiesen werden konnte 
[13]. Eine erste In-vitro-Studie zum Hybridisierungsverhalten PEGylierter 
L-Oligonukleotide erfolgte durch Förster und ließ den Rückschluss  zu, dass der PEG-
Substituent des untersuchten Paares DOTA-L-DNA-10kDa-PEG und c-L-DNA 2 die 
Hybridisierung sterisch nicht inhibiert [14]. Als ideal stellte sich dabei ein 
Stoffmengenverhältnis von 1:1 bis 1,25:1 heraus. Allerdings wurde bei diesen initialen 
Versuchsreihen noch nicht der sterische Einfluss eines c-L-DNA-modifizierten 
Antikörpers sowie der Einfluss unterschiedlicher PEG-Einheiten auf das 
Hybridisierungsverhalten untersucht.  
 
 
4.5.4.2 Hybridisierungsuntersuchungen in Phosphatpuffer  
 
  Um den Einfluss möglicher unspezifischer Wechselwirkungen mit Blutbestandteilen 
zu untersuchen, wurden die Hybridisierungsexperimente als Referenz zunächst in 
Phosphatpuffer (pH = 7,0) mit isotonischer NaCl-Konzentration durchgeführt. Jedes 
Experiment bestand aus zehn Reaktionsansätzen mit unterschiedlichen molaren 
Anteilen an [64Cu]Cu6a-d (2 - 300 pmol) bezogen auf die Stoffmenge an NOTA3-C225-
(c-L-DNA)1,5 (20 pmol). Stöchiometrisch wurden dabei in den jeweiligen 
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Reaktionsansätzen Mischungsverhältnisse von 0,1:1, 0,25:1, 0,5:1, 1:1, 1,2:1, 1,5:1, 
2:1, 5:1, 10:1 und 15:1 eingestellt. Nach einer Reaktionszeit von je 15 min in einem 
Eppendorf-Thermoschüttler bei 37°C und 300 min-1 wurden Aliquote zur Analyse 
mittels Agarosegelelektrophorese abgenommen. Der Nachweis von NOTA3-C225-
(c-L-DNA)1,5/[
64Cu]Cu6a-d-Hybrid bzw. [64Cu]Cu6a-d auf den einzelnen Gelen erfolgte 
sowohl mittels Ethidiumbromid-Färbung als auch mittels Autoradiographie (siehe 
Anhang Abbildung A 4 - Abbildung A 7). In Abbildung 45 ist zu erkennen, dass mit 
steigendem Anteil an [64Cu]Cu6a-d erwartungsgemäß auch eine Zunahme der Menge 
an hybridisiertem Antikörper im Gel detektiert werden konnte. Dabei sind im 
Autoradiogramm (siehe Anhang Abbildung A 4B - Abbildung A 7B) die Banden des 
hybridisierten Antikörpers lt. Größenmarker in einem Bereich von 2000 - 12000 bp 
detektierbar, während freies [64Cu]Cu6a-d je nach PEGylierungsgrad in einem Bereich 
von 100 - 2000 bp detektiert wird. [64Cu]Cu6e konnte mit dieser Methode nicht 
untersucht werden, da aufgrund der Größe des PEG-Substituenten von 20 kDa keine 
Unterscheidung zwischen freier L-DNA und hybridisiertem Antikörper im Gel möglich 
war. Bei einem Stoffmengenverhältnis der Derivate [64Cu]Cu6a-d und NOTA3-C225-
(c-L-DNA)1,5 von 1:1 - 2:1 erfolgt ein Übergang der in Abbildung 45 dargestellten 
Graphen in eine Plateauphase. Anhand des hybridisierten Anteils an [64Cu]Cu6a-d 
lässt sich unabhängig von der PEGylierung ein Beladungsgrad an c-L-DNA von ca. 
0,8 - 1,2 ableiten. Folglich ist der mittels Titration ermittelte Beladungsgrad etwas 
niedriger als der mittels UV/Vis bestimmte Wert (n = 1,5, vgl. Kapitel 4.3.4.2, Seite 56).  
 
  Schlussfolgernd kann festgestellt werden, dass die PEG-Substituenten im 
Größenbereich von 2 - 10 kDa keinen signifikanten Einfluss auf die 
Hybridisierungsausbeute in vitro ausüben. Um auszuschließen, dass die 64Cu-
markierten L-DNA-Derivate unspezifisch an den Antikörper binden, wurde ein 
Kontrollexperiment durchgeführt. Dazu wurde natives Cetuximab mit unterschiedlichen 
stöchiometrischen Anteilen an [64Cu]Cu6a versetzt und mittels 
Agarosegelelektrophorese analysiert. Anhand Abbildung A 8 im Anhang ist erkennbar, 
dass einzig für Verbindung [64Cu]Cu6a Banden im Gel detektiert wurden. Eine 
unspezifische Bindung an den Antikörper kann als vernachlässigbar klein angesehen 
werden. 
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4.5.4.3 Hybridisierungsuntersuchungen in humanem Vollblut  
 
  In Analogie zu den Experimenten im Phosphatpuffer wurden die 
Hybridisierungsuntersuchungen in humanem Vollblut durchgeführt und ebenfalls 
mittels Agarosegelelektrophorese analysiert (siehe Anhang Abbildung A 9 – 
Abbildung A 12). Wie anhand Abbildung 46 zu erkennen ist, gibt es bzgl. des 
Hybridisierungsverhaltens der Derivate NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 und [
64Cu]Cu6a-d 
keinen Unterschied zur Hybridisierung im Phosphatpuffer.  
 
  Schlussfolgernd wird durch die Experimente die hohe Spezifität und Selektivität der 
komplementären Einzelstränge zueinander bestätigt. Unspezifische Wechselwirkungen 
mit Blutbestandteilen sind dabei zu vernachlässigen und zeigen keinen messbaren 
Einfluss auf das Hybridisierungsverhalten. Besonders die Tatsache, dass die 
eingesetzten PEG-Substituenten die Hybridisierung am Antikörper sterisch nicht 
inhibieren, ist ein weiterer wichtiger Punkt für eine erfolgversprechende Anwendung 
des Systems in vivo.  
 
 
Abbildung 45: Hybridisierungsuntersuchungen von NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 mit 
[
64
Cu]Cu6a-d in Phosphatpuffer 
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4.5.5 Kompetitionsbindungsstudien zur Bestimmung der Affinität von 
konjugierten Cetuximab-Derivaten7 
 
4.5.5.1 Vorbetrachtung 
 
  Cetuximab besitzt mit einem KD-Wert von 0,1-0,2 nM eine sehr hohe Bindungsaffinität 
zum EGFR [165]. Da die Cetuximab-Derivate  NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 und NOTA3-
C225-(c-L-DNA)5 chemisch sehr stark modifiziert wurden, ist es notwendig zu 
untersuchen, ob die hergestellten Antikörper-Konjugate ein noch ausreichend hohes 
Bindungsvermögen zum EGFR aufweisen. Die Bestimmung der Affinität erfolgte mittels 
Kompetitionsbindungsstudien an Gesamtzellhomogenat der EGFR 
überexprimierenden Plattenepithelkarzinomzelllinien A431 und FaDu. Die A431-
Zelllinie ist dabei mit 2 · 106 EGFR/Zelle [217-219] durch eine deutlich höhere EGFR-
Expression als die FaDu-Zelllinie mit 2,4 · 105 EGFR/Zelle [219, 220] charakterisiert. 
Als radiomarkierte Referenzsubstanz (Radiostandard) wurde das Derivat [64Cu]Cu-
                                               
7
 Diplomarbeit Anita Jacob [221], angefertigt am Helmholtz-Zentrum Dresden-Rossendorf im 
Institut für Radiopharmazeutische Krebsforschung 
Abbildung 46: Hybridisierungsuntersuchungen von NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 mit 
[
64
Cu]Cu6a-d in humanem Vollblut 
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NOTA3-C225 verwendet (siehe Kapitel 4.4.3, Seite 65). Das Prinzip der 
Affinitätsbestimmung basiert auf der Verdrängung des eingesetzten Radiostandards 
vom Zielprotein durch Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen eines Kompetitors. 
Die konzeptionelle Umsetzung und Entwicklung der Methodik erfolgte dabei im 
Rahmen einer Diplomarbeit ([221], vgl. Fußnote Seite 82). Die Berechnung des Ki-
Wertes, welcher ein Maß für die Affinität des Liganden zum Zielprotein darstellt, 
erfolgte mit Hilfe der Cheng-Prusoff-Gleichung (Gleichung (7)). Der IC50-Wert 
beschreibt dabei den Wendepunkt der Kurve und entspricht der Konzentration des 
Kompetitors, bei welcher 50% des Radiostandards vom Zielprotein verdrängt wurden. 
Für den Radiostandard konnten anhand von Sättigungsbindungsstudien folgende KD-
Werte, auch Dissoziationskonstante genannt, ermittelt werden: 
KD-A431 = 0,47 ± 0,10 nM, KD-FaDu = 0,10 ± 0,03 nM [221]. Der KD-Wert ist ebenso ein 
Maß für die Affinität des jeweiligen Liganden zum Rezeptor und entspricht der 
Ligandkonzentration, bei der die Hälfte aller Bindungsstellen besetzt sind.  
       
𝐾𝑖  = 𝐼𝐶50
1+
𝐿
𝐾𝐷
 
 
 
4.5.5.2 Kompetitionsbindungsstudien an A431-Zellhomogenaten 
 
  Repräsentative Bindungskurven für die Kompetition von Cetuximab, NOTA3-C225-
(c-L-DNA)1,5 und NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 gegenüber [
64Cu]Cu-NOTA3-C225 an 
A431-Zellhomogenaten sind in Abbildung 47 illustriert. Anhand der 
Rechtsverschiebung der einzelnen Kurvenverläufe ausgehend von Cetuximab bis hin 
zum am höchsten modifizierten Derivat NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 wird deutlich, dass 
mit steigendem Konjugationsgrad ein Verlust der Affinität einhergeht. Die aus den 
Kurvenverläufen berechneten Ki-Werte sind in Tabelle 2 zusammengefasst und stellen 
Mittelwerte voneinander unabhängiger Kompetitionsbindungsstudien dar (n = 4). 
Natives Cetuximab weist die höchste Affinität zum EGFR mit einem Ki-Wert von 
0,20 ± 0,07 nM auf. Die Affinität des niedrig substituierten Derivates NOTA3-C225-
(c-L-DNA)1,5 ordnet sich erwartungsgmäß mit einem Ki von 0,46 ± 0,04 nM zwischen 
dem nativen Antikörper und dem hochsubstituierten Derivat NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 
(Ki = 0,96 ± 0,03 nM) ein. Dabei sind die Affinitätsunterschiede zwischen Cetuximab 
und NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 sowie NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 als hoch signifikant 
einzustufen (p = 0,009; p = 0,00004; t-Test). Auch zwischen NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 
und NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 besteht ein hoch signifikanter Zusammenhang 
(7) 
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(p = 0,0004; t-Test). Trotz dessen, dass NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 von den drei 
untersuchten Derivaten das signifikant niedrigste Bindungsvermögen aufweist, ist die 
Affinität des Konjugates mit einem Ki ≤ 1 nM dennoch als hoch einzustufen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.5.5.3 Kompetitionsbindungsstudien an FaDu-Zellhomogenaten 
 
  Im Gegensatz zu den Kompetitionsbindungskurven an A431-Gesamtzellhomogenaten 
kann mit den untersuchten Cetuximab-Derivaten an FaDu-Gesamtzellhomogenat kein 
unmittelbarer Zusammenhang zwischen dem Konjugationsgrad und der Affinität 
hergestellt werden (Abbildung 48). Wie anhand der Kurvenverläufe in Abbildung 48 zu 
erkennen ist, weisen Cetuximab (Ki = 0,17 ± 0,09 nM) und das hoch modifizierte 
Konjugat NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 (Ki = 0,190 ± 0,023 nM) in etwa die selbe Affinität 
zum EGFR auf, während das niedrig modifizierte Derivat NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5  
(Ki = 0,070 ± 0,009 nM) etwas affiner zu sein scheint. Die Unterschiede bzgl. der 
Affinitäten zwischen Cetuximab und NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 sowie NOTA3-C225-
(c-L-DNA)5 sind als nicht signifikant einzustufen (p = 0,39; p = 0,86; t-Test). Lediglich 
zwischen NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 und NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 besteht ein 
signifikanter Zusammenhang (p = 0,032; t-Test). Schlussfolgernd kann aber festgestellt 
werden, dass für alle drei untersuchten Derivate an FaDu-Zellhomogenaten sehr hohe 
Affinitäten bestimmt wurden. Weiterhin wird deutlich, dass speziell für die c-L-DNA  
konjugierten Verbindungen die an der Zellinie FaDu ermittelten Inhibitionskonstanten 
niedriger sind als die an der Zelllinie A431 ermittelten Werte (vgl. Tabelle 2). Für den 
nativen Antikörper hingegen werden sowohl an A431- als auch an FaDu-
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Abbildung 47: Repräsenative Kurvenverläufe der Kompetitionsbindungsstudien von 
Cetuximab, NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 und NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 gegenüber [
64
Cu]Cu-
NOTA3-C225 an A431-Gesamtzellhomogenat (n=4) 
C2 5 
NOTA3-C225-(c-L-DN ) ,5 
NOTA3-C225-(c-L-DN )  
Ergebnisse und Diskussion 
––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
 
85  
Zellhomogenat vergleichbare Affinitäten erzielt. Ähnliche Ergebnisse wurden in der 
Arbeit von Saki et al. mit einem DTPA modifizierten Cetuximab-Derivat erhalten [168]. 
In Kompetitionsbindungsstudien gegenüber [64Cu]Cu-NOTA3-C225 wurde an A431-
Zellhomogenat ein Ki-Wert von 0,40 ± 0,18 nM und an FaDu-Zelllhomogenat ein Ki-
Wert von 0,19 ± 0,15 nM bestimmt [168]. Das Konjugat weist dabei trotz eines 
Konjugationsgrades von ca. vier Chelatoren pro Antikörper eine nur geringfügig 
bessere Affinität an A431-Zellen auf als beispielsweise das stärker modifizierte Derivat 
NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 (vgl. Tabelle 2). An der Zelllinie FaDu entspricht das 
Bindungsvermögen in etwa der Affinität des hochmodifizierten Konjugates NOTA3-
C225-(c-L-DNA)5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.5.5.4 Schlussfolgerungen 
 
  Eiblmaier et al. [176] konnten zeigen, dass modifizierte Cetuximab-Derivate an 
verschiedenen EGFR überexprimierenden Zelllinien voneinander abweichende 
Affinitäten aufweisen. Dabei wurden beispielsweise für das Antikörper-Derivat 
[64Cu]Cu-DOTA-Cetuximab je nach Zelllinie KD-Werte im Bereich von 0,1 - 0,7 nM 
bestimmt [176]. In einer anderen Studie konnte für diese Substanz an A431-Zellen ein 
KD von 0,28 nM (95% Koinzidenzintervall 0,20 - 0,37) berechnet werden [222]. Auch 
die in dieser Arbeit zur Berechnung der Ki-Werte verwendeten Dissoziationskonstanten 
des Radiostandards [64Cu]Cu-NOTA3-C225 an den Zelllinen A431 
(KD = 0,47 ± 0,10 nM [221]) und FaDu (KD = 0,10 ± 0,03 nM [221]) liegen in dem von 
Eiblmaier et al. ermittelten Wertebereich. Diese Ergebnisse assoziieren, dass die aus 
Abbildung 48: Repräsenative Kurvenverläufe der Kompetitionsbindungsstudien von 
Cetuximab, NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 und NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 gegenüber [
64
Cu]Cu-
NOTA3-C225 an FaDu-Gesamtzellhomogenat (n=4) 
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den approximierten Kompetitionsbindungskurven berechneten Ki-Werte je nach 
Zelllinie gewissen Schwankungen unterliegen, wie am Beispiel c-L-DNA konjugierter 
Cetuximab-Derivate an A431- und FaDu-Zellhomogenaten beobachtet werden konnte 
(vgl. Tabelle 2). Auch innerhalb einer Zelllinie können die Affinitäten von Antikörper-
Derivaten teils starken Schwankungen unterliegen. So wurde in der Studie von Li et al. 
an A431-Zellen für natives Cetuximab versus [64Cu]Cu-DOTA-Cetuximab ein Ki-Wert 
von ca. 2,9 nM ermittelt [222]. Zum Vergleich der in diesem Kapitel bestimmte Ki-Wert 
war mit 0,20 ± 0,07 nM deutlich niedriger. Es ist anzunehmen, dass die 
Affinitätsbestimmung von Antikörpern und deren Konjugaten sowohl von der Zelllinie 
als auch von der jeweiligen Zellcharge, der Art der Antikörper-Konjugation sowie den 
gegebenen experimentellen Bedingungen abhängig ist. Weitere Gründe für die 
beobachteten Affinitätsunterschiede zwischen einzelnen Zelllinien können sterische 
Aspekte sein, die insbesondere durch variierende Rezeptordichten auf der 
Zellmembran ihre Ursache haben können. Ungeklärt ist auch, inwieweit die Co-
Expression verschiedener Rezeptorproteine der ErbB-Familie, welche für jede 
Tumorzelllinie charakteristisch ist, einen Einfluss auf die Bindungscharakteristik EGFR-
spezifischer Liganden ausübt [223].  
 
Tabelle 2: Im Rahmen dieser Arbeit ermittelte Affinitäten modifizierter Cetuximab-Konjugate an 
A431- und FaDu-Zellhomogenaten 
  Affinität Ki [nM] 
Derivat A431 FaDu 
   
Cetuximab 0,20 ± 0,07 0,17 ± 0,09 
NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 0,46 ± 0,04 0,070 ± 0,009 
NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 0,96 ± 0,03 0,190 ± 0,023 
   
 
  Damit wird gezeigt, dass es eine Korrelation zwischen der Affinität modifizierter 
Cetuximab-Derivate und der Höhe ihres Konjugationsgrades gibt. Besonders an A431-
Zellhomogenaten war eine Verringerung der Affinität ausgehend von nativem 
Cetuximab zum hochmodifizierten Derivat NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 messbar. An 
FaDu-Zelllhomogenaten war diese Kausalität nur zwischen NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 
und NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 bestimmbar.  
 
  Festzustellen aber ist, dass nach der Modifikation von Cetuximab mit NOTA, 
Maleinimid-Gruppen und c-L-DNA beide Konjugate weiterhin eine hohe Affinität zum 
EGFR mit Ki-Werten ≤ 1 nM aufweisen und demnach für den angestrebten 
Pretargeting-Einsatz nutzbar sind.  
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4.5.6 Sättigungsbindungsstudien konjugierter Cetuximab-Derivate 
 
4.5.6.1 Vorbetrachtung 
 
  Trotz eines bisweilen sehr hohen Modifikationsgrades der untersuchten Cetuximab-
Derivate NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 und NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 zeichnen sich diese 
Konjugate durch eine sehr gute Affinität ≤ 1 nM zum EGFR aus. Zur Bestimmung der 
Affinität wurden die durchgeführten Kompetitionsbindungsstudien aber ausschließlich 
an Gesamtzellhomogenat realisiert. Die Abhängigkeit der Bindungscharakteristik durch 
Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen bzw. die Aktivierung oder Deaktivierung wichtiger 
zellulärer Signalwege bzw. Prozesse sollte dabei nicht berücksichtigt werden. Hoeben 
et al. stellten beispielsweise im FaDu-Tumormausmodell fest, dass der 
membranständige EGFR infolge hoher Ligandkonzentration (> 30 µg 111In-DTPA-C225 
pro Maus ≈ 0,2 nmol/Maus) herunterreguliert wird bzw. die EGFR-Bindungsstellen im 
Tumor gesättigt werden [177]. Dies korreliert mit der These von Sigismund et al., dass 
eine hohe Ligandkonzentration zu einer verstärkten Degradation des EGFR in den 
Lysosomen und demnach zu einer Verringerung der Rezeptordichte auf der 
Zelloberfläche führt [148]. Dies würde insbesondere beim Pretargeting zu einer 
niedrigeren Tumorakkumulation der radioaktiv markierten L-DNA beitragen. Allerdings 
ist zu beachten, dass die injizierte Antikörper-Menge bei der therapeutischen 
Anwendung eines nicht radioaktiven Antikörper wesentlich höher ist, als die Antikörper-
Menge, welche bei einer Radionuklidtherapie zur Anwendung kommt. Um diese 
Fragestellungen, auch im Hinblick auf eine mögliche Pretargeting-Anwendung, zu 
untersuchen, wurden Sättigungsbindungsstudien an intakten FaDu- und A431-Zellen 
realisiert. Für diesen Zweck wurden die Cetuximab-Derivate NOTA3-C225, NOTA3-
C225-(c-L-DNA)1,5 und NOTA3-C225-(c-L-DNA)5  mit 
64Cu markiert (Kapitel  4.4.3, 
Seite 65) und jeweils die Zellaufnahme konzentrations- und zeitabhängig bestimmt. Zur 
Aufrechterhaltung aller physiologischen Funktionen der eingesetzten Zellen wurden die 
Bindungsstudien bei 37°C durchgeführt. Dabei wurden die Antikörper-Konjugate 
entsprechend eines Konzentrationsgradienten (0 bis 50 nM) im jeweiligen 
Zellkulturmedium verdünnt und auf die Zellen gegeben. Für alle Experimente wurden 
vier Messzeitpunkte mit 0,5, 1,0, 4,0 und 24 h nach Antikörper-Aufgabe festgelegt. Die 
Bindung der einzelnen Antikörper-Derivate wurde dabei auf die Gesamtproteinmenge 
der zellulären Fraktion bezogen (Bindung/Proteinmenge [pmol/mg]).  
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4.5.6.2 Sättigungsbindungsstudien an A431-Zellen 
 
  In Abbildung 49 und Abbildung 50 sind die Ergebnisse der Sättigungsbindungsstudien 
von [64Cu]Cu-NOTA3-C225, [
64Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 und [
64Cu]Cu-
NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 an der Zelllinie A431 zusammengefasst. Wie zu erkennen ist, 
tritt für die drei Konjugate gleichermaßen zum Messzeitpunkt t = 0,5 h ab einer 
Konzentration von 25 nM eine Sättigung der auf der Oberfläche präsentierten EGF-
Bindungsstellen auf. Zum Zeitpunkt t = 1,0 h ist bereits ab einer Konzentration von 
10 nM bzw. zum Zeitpunkt t = 4,0 h ab einer Konzentration von 5 nM Sättigung zu 
verzeichnen. Besonders bei hohen Konzentrationen ≥ 10 nM ist auffällig, dass sich 
nach einer Phase nahezu konstanter Bindung im Zeitraum von 0,5 - 4,0 h eine zweite 
Bindungsphase anschließt. Dabei beträgt der Anteil an nachbindendem Ligand für 
[64Cu]Cu-NOTA3-C225 31,9 ± 2,3% (p = 0,003) sowie für [
64Cu]Cu-NOTA3-C225-
(c-L-DNA)1,5 33,4 ± 2,6% (p = 0,005). Dieser Effekt fällt für das am stärksten 
modifizierte Derivat [64Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 mit einer Zunahme von 
16,1 ± 2,7% (p = 0,004) etwas geringer aus (Tabelle 5 auf Seite 97). Für Antikörper-
Konzentrationen ≤ 1 nM tritt eine solche zweite Bindungsphase nicht auf, weil die 
Menge an Ligand nicht ausreicht um an alle auf der Oberfläche präsentierten EGFR-
Moleküle zu binden. Der Wert für die Bindung nach 24 h ist sogar meist etwas niedriger 
als nach 4,0 h. In Tabelle 3 sind die KD-Werte der einzelnen Derivate 
zusammengefasst, welche aus den in Abbildung 50 illustrierten Sättigungskurven 
berechnet wurden. Dabei wird deutlich, dass für alle drei Cetuximab-Konjugate in 
Abhängigkeit von der Zeit die Dissoziationskonstanten vom Zeitpunkt t = 0,5 h zum 
Zeitpunkt t = 4,0 h abnehmen und je nach Derivat ein Minimum zwischen 2,1 nM und 
2,5 nM erreichen. Die entsprechenden KD-Werte nach 24 h sind mit 3,3 nM und 3,5 nM 
etwas höher. In Abhängigkeit des jeweiligen Messzeitpunktes wurden für alle drei 
Derivate annähernd gleiche KD-Werte ermittelt. Einzig nach 0,5 h und 1,0 h weist 
[64Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 tendenziell niedrigere Dissoziationskonstanten auf 
als [64Cu]Cu-NOTA3-C225 und [
64Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)5.  
 
Tabelle 3: Übersicht der berechneten KD-Werte aus Sättigungsbindungsstudien an A431-Zellen 
    Dissoziationskonstante KD [nM] 
Derivat 0,5 h 1,0 h 4,0 h 24,0 h 
     
[
64
Cu]Cu-NOTA3-C225 7,7  ± 1,1 4,6  ± 1,0 2,1  ± 0,6 3,3 ± 0,8 
[
64
Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 5,9  ± 1,1 3,1  ± 0,9 2,1  ± 0,6 3,3  ± 0,9 
[
64
Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 7,1  ± 1,1 5,5  ± 0,9 2,5  ± 0,7 3,5  ± 1,1 
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Abbildung 49: Bindung von A: [
64
Cu]Cu-NOTA3-C225, B: [
64
Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 
und C: [
64
Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 in Abhängigkeit von der Konzentration und Zeit an 
A431-Zellen 
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  Weiterhin wird deutlich, dass die Bindungskapazität der einzelnen Konjugate bezogen 
auf die Gesamtproteinmenge in Abhängigkeit des Modifikationsgrades abzunehmen 
scheint. Im Vergleich zum am geringsten modifizierten Konjugat  [64Cu]Cu-NOTA3-
C225 weist [64Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 eine Bindungskapazität von nur noch 
70 - 80% auf (Abbildung 51A), das hoch modifizierte Derivat [64Cu]Cu-NOTA3-C225-
c-L-DNA)5 gar nur noch von 50 - 60% (Abbildung 51B). Dieser Verlust der 
Bindungskapazität ist über den gesamten untersuchten Konzentrationsbereich und zu 
allen Messzeitpunkten zu beobachten.  
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Abbildung 50: Sättigungsbindungskurven an A431-Zellen bei 37°C von A: [
64
Cu]Cu-NOTA3-
C225, B: [
64
Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 und C: [
64
Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 zu 
den Zeitpunkten 0,5 h (Kreis), 1,0 h (Viereck), 4,0 h (Dreieck nach oben) und 24 h (Dreieck 
nach unten) 
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4.5.6.3 Sättigungsbindungsstudien an FaDu-Zellen 
 
  Bei der FaDu-Zelllinie wird bereits ab einer Ligandkonzentration von 5 nM zu den 
Zeitpunkten 0,5 h, 1,0 h und 4,0 h die Sättigungskonzentration erreicht (Abbildung 52). 
Wie auch an A431-Zellen beobachtet, tritt speziell bei hohen Antikörper-
Konzentrationen ≥ 5 nM eine zweite Bindungsphase im Bereich von 4,0 - 24 h  auf. Die 
Zunahme der Ligandbindung beträgt für [64Cu]Cu-NOTA3-C225 39 ± 4% (p = 0,00001) 
und für [64Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 44 ± 7% (p = 0,005). In Analogie zur 
A431-Zelllinie konnte an FaDu-Zellen ebenso festgestellt werden, dass die 
beobachtete Nachbindungsphase beim am höchsten modifizierten Derivat [64Cu]Cu-
NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 mit 21,0 ± 1,2% (p = 0,004) im Vergleich zu den anderen 
beiden Derivaten nicht so stark ausgeprägt ist (Tabelle 5 auf Seite 97). Bei Ligand-
Konzentrationen ≤ 1 nM werden die EGFR-Bindungsstellen nicht mehr abgesättigt, 
sodass keine zweite Bindungsphase auftritt. Die anhand von Sättigungskurven 
(Abbildung 53) berechneten Dissoziationskonstanten sind im Vergleich mit den an 
A431 ermittelten Werten deutlich niedriger (vgl. Tabelle 3 und Tabelle 4). 
Übereinstimmend kann festgestellt werden, dass die KD-Werte in Abhängigkeit der Zeit 
B 
Abbildung 51: Vergleich der relativen Bindungskapazitäten in Abhängigkeit der Konzentration 
zu den Zeitpunkten 0,5 h, 1,0 h, 4,0 h und 24 h an A431-Zellen als Quotient von A: [
64
Cu]Cu-
NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 zu [
64
Cu]Cu-NOTA3-C225 sowie B: [
64
Cu]Cu-NOTA3-C225-
(c-L-DNA)5 zu [
64
Cu]Cu-NOTA3-C225  
A 
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geringer werden und ein Minimum nach 4,0 h erreichen (0,3 - 0,6 nM). Die KD-Werte 
nach 24 h sind wie bei der A431-Zelllinie beobachtet etwas höher als die Werte nach 
4,0 h (0,5 - 0,7 nM). Für das Konjugat [64Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 wurden zu 
den Messzeitpunkten 0,5 h, 1,0 h und 4,0 h im Vergleich zu [64Cu]Cu-NOTA3-C225 
und [64Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 die niedrigsten KD-Werte berechnet. Das am 
niedrigsten modifizierte Derivat [64Cu]Cu-NOTA3-C225 weist tendenziell zu allen 
Zeitpunkten die höchsten Dissoziationskonstanten auf.  
 
Tabelle 4: Übersicht der berechneten KD-Werte aus Sättigungsbindungsstudien an FaDu-Zellen 
    Dissoziationskonstante KD [nM] 
Derivat 0,5 h 1,0 h 4,0 h 24,0 h 
     
[
64
Cu]Cu-NOTA3-C225 2,1  ± 0,4 1,33  ± 0,22 0,59  ± 0,09 0,69 ± 0,13 
[
64
Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 1,30  ± 0,27 0,84  ± 0,10 0,33  ± 0,07 0,53  ± 0,14 
[
64
Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 2,1  ± 0,6 1,11  ± 0,18 0,49  ± 0,10 0,47  ± 0,13 
     
 
  Weiterhin scheint sich bei der Zellinie FaDu der Modifikationsgrad des Antikörpers 
nicht so drastisch auf die Bindungskapazität auszuwirken. Besonders bei niedrigen 
Ligandkonzentrationen an [64Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5  (≤ 1 nM) scheint die 
Bindungskapazität um den Faktor 1,0 - 1,6 besser zu sein als für [64Cu]Cu-NOTA3-
C225 (Abbildung 54A). Ab der Sättigungskonzentration von 5 nM pegelt sich der Wert 
in einem Bereich von 80 - 100% bezogen auf [64Cu]Cu-NOTA3-C225 ein. Das am 
stärksten modifizierte Derivat [64Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 zeigt über den 
gesamten untersuchten Konzentrationsbereich eine konstante relative 
Bindungskapazität, die in etwa 80 - 90% des Wertes von [64Cu]Cu-NOTA3-C225 
entspricht (Abbildung 54B). Einzig der Wert nach 24 h liegt bei Ligandkonzentrationen 
≥ 5 nM bei nur 65 - 75%. 
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Abbildung 52: Bindung von A: [
64
Cu]Cu-NOTA3-C225, B: [
64
Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 
und [
64
Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 in Abhängigkeit von der Konzentration und Zeit an 
FaDu-Zellen 
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Abbildung 54: Vergleich der relativen Bindungskapazitäten in Abhängigkeit der Konzentration 
zu den Zeitpunkten 0,5 h, 1,0 h, 4,0 h und 24 h an FaDu-Zellen als Quotient von A: [
64
Cu]Cu-
NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 zu [
64
Cu]Cu-NOTA3-C225 sowie B: [
64
Cu]Cu-NOTA3-C225-
(c-L-DNA)5 zu [
64
Cu]Cu-NOTA3-C225  
 
A 
B C 
Abbildung 53: Sättigungsbindungskurven an A431-Zellen bei 37°C von A: [
64
Cu]Cu-NOTA3-
C225, B: [
64
Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 und C: [
64
Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 zu 
den Zeitpunkten 0,5 h (Kreis), 1,0 h (Viereck), 4,0 h (Dreieck nach oben) und 24 h (Dreieck 
nach unten) 
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4.5.6.4 Schlussfolgerungen 
 
  Wegen der unterschiedlichen EGFR-Expression gibt es in Abhängigkeit von der 
verwendeten Zelllinie starke Unterschiede hinsichtlich der maximalen 
Bindungskapazität der eingesetzten Liganden (vgl. Abbildung 49 und Abbildung 52). 
Während beispielsweise für das Antikörper-Konjugat [64Cu]Cu-NOTA3-C225 an A431-
Zellen eine maximale Bindungskapazität von 31,60 ± 0,11 pmol/mg nach 4,0 h sowie 
41,7 ± 0,7 pmol/mg nach 24 h erreicht wurde, beträgt die Bindungskapazität an FaDu-
Zellen nach 4,0 h 4,36 ± 0,09 pmol/mg bzw. nach 24 h 6,0 ± 0,1 pmol/mg (Tabelle 5 
auf Seite 97). Nach Auswertung der experimentellen Daten, welche in Tabelle 5 
zusammengefasst sind, bindet durchschnittlich sechsmal mehr Ligand an A431-Zellen 
als an FaDu-Zellen bezogen auf die Gesamtproteinmenge. Dies ist darin begründet, 
dass die EGF-Rezeptordichte der A431-Zelllinie mit 2,0 - 2,6 × 106 EGFR/Zelle [217-
219] deutlich höher ist, als die Rezeptordichte der FaDu-Zelllinie mit 0,24 - 0,6 × 106 
EGFR/Zelle [219, 220].   
 
  Die sowohl bei der A431- als auch der FaDu-Zelllinie beobachtete zweite 
Bindungsphase im Bereich von 4 - 24 h wurde durch Saki et al. an den EGFR 
überexprimierenden Zelllinien SAS und UT5 nach der Bindung von 90Y-markiertem 
Cetuximab ebenfalls registriert [168]. Saki et al. postulierten, dass infolge der 
Antikörper induzierten Internalisierung ein kontinuierlicher Recycling-Prozess den 
EGFR wieder an der Zelloberfläche präsentiert. Wahrscheinlicher scheint jedoch die 
Expression des EGFR aus intrazellulären Reservoirs. Saker konnte beispielsweie 
anhand von zwölf Plattenepithelkarzinom-Zelllinien nachweisen, dass der EGFR nicht 
nur in der Zellmembran sondern auch im Cytoplasma und im Zellkern lokalisiert ist 
[219]. Auffällig dabei war, dass innerhalb der untersuchten Zelllinien eine steigende 
Gesamt-EGFR-Expresssion mit der Abnahme des membrangebundenen und einer 
Zunahme des cytoplasmatisch lokalisierten EGFR-Anteils einherging. Prozentual 
verteilt sich der EGFR wie folgt auf die einzelnen Kompartimente der beiden in diesem 
Kapitel untersuchten Zelllinien (Zellmembran/Cytoplasma/Nukleus): 65, 15 und 20% für 
FaDu sowie 50, 35 und 15% für A431 [219]. Anhand dieser Verteilung wäre zu 
erwarten, dass während der zweiten Bindungsphase an A431-Zellen prozentual mehr 
Ligand nachbindet als an FaDu-Zellen. Stattdessen scheint der Anteil an 
nachbindendem Liganden an FaDu-Zellen insgesamt etwas höher auszufallen als an 
A431-Zellen (vgl. Tabelle 5). 
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  Die aus den Sättigungsbindungskurven berechneten Dissoziationskonstanten sind 
nicht nur ein Maß für die Affinität der Liganden zum entsprechenden Rezeptor sondern 
liefern auch Hinweise über die Bindungskinetik der Konjugate. Anhand des Minimums 
der KD-Werte nach einem Zeitraum von ca. 4 h ist zu erkennen, dass sowohl an A431- 
als auch an FaDu-Zellen erst zu diesem Zeitpunkt die Einstellung des Gleichgewichts 
erfolgt. Der Anstieg der KD-Werte nach 24 h wird durch die bereits diskutierte zweite 
Bindungsphase hervorgerufen. Dabei erfolgt eine ständige Neueinstellung des 
Gleichgewichtes, da aufgrund der Internalisierung des Ligand-EGFR-Komplexes sowie 
der Präsentation des EGFR aus intrazellulären Reservoirs (Cytoplasma, Nukleus) an 
der Zelloberfläche eine kontinuierliche Nachbindung des Liganden erfolgt.  
 
  Die anhand der Sättigungsbindungsstudien ermittelten KD-Werte an A431-Zellen 
stehen im Kontrast zu den in Kapitel 4.5.5 ermittelten Ki-Werten an A431-
Zellhomogenaten (vgl. Tabelle 2, Seite 86). Zeigten die Ki-Werte der Konjugate eine 
Abhängigkeit vom Konjugationsgrad, kann aus den KD-Werten geschlussfolgert 
werden, dass alle drei Derivate in etwa die gleiche Affinität zum EGFR aufweisen. An 
FaDu-Zellen wiederum konnten tendenziell ähnliche Ergebnisse erhalten werden wie in 
den Kompetitionsbindungsstudien (vgl. Tabelle 2, Seite 86). Übereinstimmend wies 
dabei [64Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 in Bezug zu [
64Cu]Cu-NOTA3-C225 und 
[64Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 die höhere Affinität der drei Antikörper-Derivate auf. 
Zur weiteren Bewertung der Affinität stellt der Vergleich der Bindungskapazitäten ein 
zusätzliches Beurteilungskriterium dar. Der Einfluss des Konjugationsgrades 
modifizierter Cetuximab-Derivate ist besonders an A431-Zellen zu beobachten. Dabei 
verringert sich die Bindungskapazität um fast 50% vom niedrig substituierten Derivat 
[64Cu]Cu-NOTA3-C225 zum stark modifizierten Derivat [
64Cu]Cu-NOTA3-C225-
(c-L-DNA)5. Im Vergleich dazu beträgt der Verlust der Bindungskapazität an FaDu-
Zellen nur 10 - 20%. Es kann festgestellt werden, dass an A431-Zellen ein deutlicherer 
Zusammenhang bzgl. Affinitätsverlust und Konjugationsgrad besteht als an FaDu-
Zellen beobachtet. Dies wird sowohl anhand der hohen Signifikanz der Ki-Wert-
Unterschiede (Kapitel 4.5.5) als auch durch die starke Verringerung der 
Bindungskapazität vom niedrig- zum hochsubstituierten Derivat verdeutlicht. Weiterhin 
konnte die bereits bei den Kompetitionsexperimenten (Kapitel 4.5.5.4, Seite 85) 
beobachtete Tendenz bzgl. der Affinitätsunterschiede von Antikörper-Derivaten 
zwischen einzelnen Zelllinien anhand der berechneten KD-Werte aus den 
Sättigungsbindungsstudien bestätigt werden. Erwartungsgemäß verlieren Cetuximab-
Konjugate im Vergleich zum unmodifizierten Antikörper durch die Konjugation mit dem 
Maleinimid funktionalisierten Aktivester 9 und c-L-DNA 2 an Affinität. Ein deutliches 
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Indiz ist auch, dass während der zweiten Bindungsphase für die beiden niedriger 
substituierten Derivate [64Cu]Cu-NOTA3-C225 und [
64Cu]Cu-NOTA3-C225-
(c-L-DNA)1,5 je nach Zelllinie ca. 30 - 40% Ligand nachbinden, aber nur noch ca. 
15 - 20% des hochsubstituierten Konjugates [64Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 
(Tabelle 5). Der Hauptgrund für den beobachteten Affinitätsverlust stellt wahrscheinlich 
der hohe Konjugationsgrad des Antikörpers dar. Mit insgesamt 33 eingeführten 
Maleinimidgruppen und drei NOTA-Chelatoren ist die Wahrscheinlichkeit sehr groß, 
auch an Lysin-Einheiten der hypervariablen Domäne zu binden. In Kombination mit 
fünf sterisch anspruchsvollen 17mer-L-Oligonukleotiden wird die Bindung an den EGFR 
womöglich inhibiert. Besonders die Unterschiede bei der Verringerung der relativen 
Bindungskapazität zwischen den beiden Zelllinien A431 und FaDu sowohl für 
[64Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 (20 - 30% zu 0 - 20%) als auch [
64Cu]Cu-NOTA3-
C225-(c-L-DNA)5 (40 - 50% zu 10 - 20%) scheint diese Vermutung zu bestätigen (vgl. 
Abbildung 51 und Abbildung 54). Aufgrund der viel höheren Rezeptordichte der A431-
Zellinie im Vergleich zu FaDu könnten sterische Aspekte einen größeren Einfluss 
ausüben. Weiterhin könnten Abstoßungskräfte zwischen der Phospholipidschicht der 
Zellmembran und dem negativen Phosphatrückrat der Oligonukleotide zu einer 
geringeren Bindung beitragen.   
   
Tabelle 5: Bindungskapazitäten modifizierter C225-Derivate an A431- und FaDu-Zellen 
  
Bindungskapazität bei Sättigung 
[pmol/mg] Zunahme [%] Signifikanzwert 
  4 h 24 h   p 
[
64
Cu]Cu-NOTA3-C225    
A431 31,60 ± 0,11 41,7 ± 0,7 31,9 ± 2,3 0,003 
FaDu 4,36 ± 0,09 6,0 ± 0,1 39 ± 4 0,00001 
[
64
Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5    
A431 22,53 ± 0,08 30,1 ± 0,6 33,4 ± 2,6 0,005 
FaDu 3,97 ± 0,15 5,7 ± 0,5 44 ± 7 0,02 
[
64
Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)5    
A431 20,5 ± 0,4 23,8 ± 0,4 16,1 ± 2,7 0,004 
FaDu 3,53 ± 0,11 4,27 ± 0,16 21,0 ± 1,2 0,009 
     
 
  Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die aufgrund von 
Sättigungsbindungsstudien ermittelte Verringerung der Bindungskapazität ein 
Ausdruck für den Affinitätsverlust der Cetuximab-Konjugate darstellt. Weisen sowohl 
NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 als auch NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 an Gesamtzell-
homogenaten noch sehr hohe Affinitäten ≤ 1 nM auf, scheint sich die Veränderung des 
Antikörpers im Vergleich zum unmodifizierten Protein an intakten Zellen stärker auf die 
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Affinität zum Rezeptor auszuwirken. Dabei korreliert die Höhe des Konjugationsgrades 
mit dem zu erwartenden Affinitätsverlust. Dennoch sind beide Cetuximab-Derivate in 
der Lage, mit ausreichend hoher Affinität an den EGFR zu binden. Die durch Hoeben 
et al. postulierte These, dass infolge einer hohen Ligandkonzentration der 
membranständige EGFR im FaDu-Tumormausmodell herunterreguliert wird, konnte im 
Zellversuch nicht bestätigt werden. Vielmehr scheint es nach einem 
Inkubationszeitraum von vier Stunden zu einer Präsentation des EGFR auf der 
Zelloberfläche ausgehend von intrazellulären Kompartimenten zu kommen, was durch 
das Auftreten einer zweiten Bindungsphase erklärt werden kann. Insbesondere für das 
Pretargeting könnte dies von Vorteil sein. 
 
 
4.5.7 Pretargeting-Bindungsstudien von NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 und NOTA3-
C225-(c-L-DNA)5 mit [
64Cu]Cu6a-e an A431- und FaDu-Zellen 
 
4.5.7.1 Vorbetrachtung  
 
 Erste In-vitro-Hybridisierungsuntersuchungen zeigten, dass die verwendeten PEG-
Substituenten (2-20 kDa) sowohl im Phosphatpuffer als auch in humanem Vollblut 
sterisch keinen Einfluss auf die Hybridbildung ausüben (vgl. Kapitel 4.5.4, Seite 79). Da 
in Lösung befindliche Moleküle eine maximale Anzahl an Freiheitsgraden aufweisen, 
ist bei der Hybridisierung des targetspezifischen Antikörper-Konjugates und der 
radioaktiv markierten L-DNA, trotz PEG-Substituenten, eine nahezu ideale räumliche 
Anordnung zueinander gewährleistet. An intakten Zellen jedoch ist der Antikörper fest 
an das jeweilige Epitop des auf der Zelloberfläche befindlichen Rezeptors gebunden 
und demnach die Anzahl der möglichen Translations- und Rotationsfreiheitsgrade 
gleich null. Deshalb sollte mittels Pretargeting-Bindungsstudien an A431- und FaDu-
Zellen untersucht werden, ob die verschiedenen PEG-Substituenten der L-DNA-
Leitstruktur die Hybridisierung am Immunkomplex sterisch inhibieren.  
 
  Zur Sättigung der EGFR-Bindungsstellen wurden die jeweiligen Zellen mit einer 4 nM 
Stammlösung an NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 oder  NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 für eine 
Stunde bei 37°C inkubiert. Nachdem nicht gebundener Antikörper durch Wechsel des 
Wachstumsmediums aus dem Zellüberstand entfernt wurde, erfolgte die Zugabe der 
radioaktiv markierten L-DNA-Derivate [64Cu]Cu6a-e. Ausgehend von Untersuchungen 
von Schlesinger und Förster [13, 14], dass die Hybridisierung komplementärer 
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L-Oligonukleotide bereits nach wenigen Minuten abgeschlossen ist, wurde die 
Reaktionszeit auf fünf Minuten begrenzt. Ein weiterer Grund für die Festlegung der 
geringen Inkubationsdauer bestand darin, das experimentelle Setup des Versuches 
möglichst den realen In-vivo-Bedingungen nachzuempfinden. Besonders im lebenden 
Organsimus ist aufgrund der hohen Verdünnung der injizierten Substanzen sowie der 
Charakteristik physiologischer Vorgänge eine schnelle Hybridisierungskinetik der 
Pretargeting-Komponenten Voraussetzung, um eine ausreichende Hybridbildung und 
damit Tumorakkumulation der radioaktiv markierten Komponente zu erzielen. 
 
 
4.5.7.2 Pretargeting-Bindungsstudien an A431-Zellen 
 
  Wie anhand der in Abbildung 55 zusammengefassten Ergebnisse der Pretargeting-
Bindungsstudien an A431-Zellen zu erkennen ist, nimmt die Hybridisierung von 
[64Cu]Cu6a-e an die auf der Zelloberfläche gebundenen Antikörper-Konjugate NOTA3-
C225-(c-L-DNA)1,5 und NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 vom nicht PEGylierten Derivat 
[64Cu]Cu6a zum 20kDa-PEG-Derivat [64Cu]Cu6e sukzessive ab. Der Zusammenhang 
zwischen dem PEGylierungsgrad und der Zellbindung kann durch eine 
Exponentialfunktion beschrieben werden (Abbildung 56). Interessant hierbei ist, dass 
für beide Antikörper-Konjugate ein nahezu identisches Verhalten der Kurvenverläufe 
bzgl. der PEG-Abhängigkeit erhalten wurde. In Tabelle 6 sind die aus voneinander 
unabhängigen Bindungsstudien berechneten Mittelwerte der relativen Bindung von 
[64Cu]Cu6b-e bezogen auf [64Cu]Cu6a zusammengefasst. Auffällig dabei ist, dass 
insbesondere das lt. Förster [14] für das Pretargeting zu favorisierende Derivat 
[64Cu]Cu6d (10kDa-PEG) nur noch die Hälfte der Bindungskapazität im Vergleich zur 
nicht PEGylierten L-DNA [64Cu]Cu6a aufweist. Die Bindungskapazität des am 
höchsten PEGylierten Konjugates [64Cu]Cu6e (20kDa-PEG) beträgt sogar nur noch ca. 
1/3 des Ausgangswertes.  
 
  Interessant war weiterhin auch der Einfluss des c-L-DNA-Beladungsgrades der 
untersuchten Antikörper-Derivate auf die Bindungskapazität der PEGylierten 
L-Oligonukleotide [64Cu]Cu6a-e. Erwartungsgemäß zeigten die experimentellen Daten, 
dass am hoch modifizierten Cetuximab-Konjugat NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 ca. dreimal 
mehr Ligand hybridisiert als am niedrig modifizierten Derivat NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 
(Abbildung 55). Damit korreliert die Differenz der Bindung an [64Cu]Cu6a-e in etwa mit 
dem Quotienten des c-L-DNA-Beladungsgrades der beiden Antikörper-Derivate (nNOTA3-
C225-(c-L-DNA)5/nNOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 = 3,3). 
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Abbildung 55: Pretargeting-Bindungsstudie an A431-Zellen in Abhängigkeit der PEG-
Molmasse unter Verwendung der Pretargeting-Antikörper NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 sowie 
NOTA3-C225-(c-L-DNA)5, ermittelt wurde die Menge an hybridisierter L-DNA [
64
Cu]Cu6a-e am 
auf der Zelloberfläche lokalisierten Antikörper-Konjugat 
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Abbildung 56: Dateninterpolation der relativen Bindung von an den Antikörper-Konjugaten 
NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 oder NOTA3-C225-(c-L-DNA)5  hybridisierten PEGylierten L-DNA-
Derivaten [
64
Cu]Cu6b-e bezogen auf das nicht PEGylierte Derivat [
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Cu]Cu6a unter 
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Tabelle 6: Relative Bindung von [
64
Cu]Cu6b-e an A431-Zellen bezogen auf [
64
Cu]Cu6a nach 
Hybridisierung am Immunkomplex (n=3) 
  relative Bindung [%] 
Derivat NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 
   
[
64
Cu]Cu6a (0kDa PEG)
8
 100 100 
[
64
Cu]Cu6b (2kDa PEG) 91 ± 4 92,1 ± 2,5 
[
64
Cu]Cu6c (5kDa PEG) 71 ± 11 69 ± 7 
[
64
Cu]Cu6d (10kDa PEG) 53 ± 7 52 ± 6 
[
64
Cu]Cu6e (20kDa PEG) 36 ± 7 36 ± 6 
   
 
 
4.5.7.3 Pretargeting-Bindungsstudien an FaDu-Zellen 
 
  In Analogie zu den Experimenten an A431-Zellen wurden Pretargeting-
Bindungsstudien auch an FaDu-Zellen durchgeführt. Aus Abbildung 57 ist ersichtlich, 
dass, wie auch an A431-Zellen beobachtet, eine sukzessive Abnahme der 
Bindungskapazität in Abhängigkeit der Größe der PEG-Substituenten erfolgt. Dabei 
sank die Zellbindung entsprechend des PEGylierungsgrades auf bis zu 40% des 
Ausgangswertes für das am höchsten PEGylierte Derivat [64Cu]Cu6e (20kDa-PEG) in 
Bezug zum nicht PEGylierten Derivat [64Cu]Cu6a unabhängig vom eingesetzten 
Antikörper-Konjugat NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 oder NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 (vgl. 
Abbildung 58 und Tabelle 7). Ebenso wie an A431-Zellen besteht ein exponentieller 
Zusammenhang bzgl. des PEG-Substitutionsgrades und der Bindung am 
Immunkomplex (Abbildung 58). In Abhängigkeit der Menge an gebundener c-L-DNA 
hybridisierte durchschnittlich drei bis viermal mehr Ligand [64Cu]Cu6a-e am hoch 
modifizierten Derivat NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 als am niedrig modifizierten Cetuximab-
Konjugat NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 (Abbildung 57). Dieses Ergebnis korreliert auch 
hier mit dem berechneten Quotienten des c-L-DNA-Beladungsgrades von 3,3.  
 
 
 
 
 
 
 
                                               
8
 Zur Berechnung der relativen Bindungskapazität von [
64
Cu]Cu6b-e bezogen auf [
64
Cu]Cu6a 
wurde die relative Bindungskapazität von [
64
Cu]Cu6a auf einen Wert von 100% normiert 
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Abbildung 57: Pretargeting-Bindungsstudie an FaDu-Zellen in Abhängigkeit der PEG-
Molmasse unter Verwendung der Pretargeting-Antikörper NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 sowie 
NOTA3-C225-(c-L-DNA)5, ermittelt wurde die Menge an hybridisierter L-DNA [
64
Cu]Cu6a-e am 
auf der Zelloberfläche lokalisierten Antikörper-Konjugat 
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Abbildung 58: Dateninterpolation der relativen Bindung von an den Antikörper-Konjugaten 
NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 oder NOTA3-C225-(c-L-DNA)5  hybridisierten PEGylierten L-DNA-
Derivaten [
64
Cu]Cu6b-e bezogen auf das nicht PEGylierte Derivat [
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Cu]Cu6a unter 
Verwendung von FaDu-Zellen  
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Tabelle 7: Relative Bindung an FaDu-Zellen von [
64
Cu]Cu6b-e bezogen auf [
64
Cu]Cu6a nach 
Hybridisierung am Immunkomplex (n=2) 
  relative Bindung [%] 
Derivat NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 
   
[
64
Cu]Cu6a (0kDa PEG)
9
 100 100 
[
64
Cu]Cu6b (2kDa PEG) 84,1 ± 2,2 87,3 ± 1,0 
[
64
Cu]Cu6c (5kDa PEG) 67,0 ± 4,0 66,4 ± 1,2 
[
64
Cu]Cu6d (10kDa PEG) 53,3 ± 0,5 48,6 ± 0,7 
[
64
Cu]Cu6e (20kDa PEG) 44,3 ± 1,8 39,1 ± 1,9 
   
 
 
4.5.7.4 Schlussfolgerungen   
 
  Beim Vergleich der in Tabelle 6 und Tabelle 7 zusammengefassten Ergebnisse fällt 
auf, dass sowohl an A431- als auch an FaDu-Zellen die Hybridisierung der L-DNA-
Leitsubstanz am Immunkomplex in gleichem Maße vom PEGylierungsgrad abhängt. 
Sowohl die verwendete Zelllinie als auch die jeweilige Rezeptordichte scheinen dabei 
einen nur untergeordneten Einfluss auszuüben. Inwieweit sich der Einfluss der PEG-
Substituenten auf die Hybridisierung in vivo auswirkt, stellt die Aufgabe erster 
Tierversuchsexperimente dar. 
 
 
4.5.8 Internalisierungs-Bindungsstudien konjugierter Cetuximab-Derivate 
 
4.5.8.1 Entwicklung eines geeigneten Internalisierungsassays basierend auf dem 
Pretargeting-Konzept 
 
  Die Nutzung des Pretargeting-Konzeptes setzt die Verfügbarkeit des Antikörpers an 
der Zelloberfläche voraus. In diesem Kapitel wird anhand der beiden 
Plattenepithelkarzinom-Zelllinien A431 und FaDu das Internalisierungsverhalten der 
beiden Antikörper-Derivate NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 und NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 
vorgestellt.  
 
                                               
9
 Zur Berechnung der relativen Bindungskapazität von [
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Cu]Cu6a auf einen Wert von 100% normiert 
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  Die in der Literatur am häufigsten angewandte Methode zur Quantifizierung 
internalisierter Antikörper ist das Säure-Wasch-Verfahren [176, 177, 180, 182]. Nach 
Inkubation der Zellen mit einem radioaktiv markierten Antikörper wird die extrazellulär 
gebundene Fraktion mit einem sauren Waschschritt (pH = 2,5) durch Dissoziation des 
Antikörper-Rezeptor-Komplexes entfernt. Die verbleibende Aktivitätsmenge entspricht 
dem internalisierten Antikörper. Allerdings ist diese Methode stark fehlerbehaftet, da 
aufgrund der harschen Reaktionsbedingungen Zellmembranschäden verursacht 
werden [224]. Nachteilig ist weiterhin, dass der maximale Untersuchungszeitraum 
aufgrund der Nutzung direkt markierter Antikörper stark von der Halbwertszeit des 
eingesetzten Radionuklids abhängt. Auch fluoreszenzbasierte Verfahren sind nur 
hinreichend geeignet, da mit der Konjugation eines Fluoreszenzfarbstoffes der 
Substitutionsgrad weiter erhöht wird und damit die Oberflächenladung bzw. das 
pharmakologische Profil des Proteins beeinflusst wird (vgl. Kapitel 4.5.2, Seite 74) 
[175, 179, 225]. Deshalb sollte, basierend auf dem Pretargeting-Konzept, ein 
entsprechender Internalisierungsassay entwickelt werden, welcher unabhängig von der 
Halbwertszeit des eingesetzten Radionuklides ist und ohne zusätzliche Modifizierung 
der zu untersuchenden Antikörper-Konjugate auskommt. Das Internalisierungs-
vermögen sollte dabei über einen möglichst großen Messzeitraum von bis zu drei 
Tagen nach der Antikörper-Applikation bestimmt werden. Typische, in der Klinik 
angewandte Pretargeting-Intervalle können sogar bis zu sechs Tage betragen [226]. 
Wichtig ist, dass zum Zeitpunkt der Applikation der radioaktiv markierten Komponente, 
im Tumor eine noch ausreichende Menge an extrazellulär gebundenem Antikörper 
vorliegt. In der Literatur ist die Internalisierung von Cetuximab zwar bereits ausführlich 
diskutiert, aber die Ergebnisse der Studien sind zum einen recht unterschiedlich und 
zum anderen sind die untersuchten Zeiträume von 4 bis maximal 24 h für das 
Pretargeting zu kurz [175, 177, 225]. Konzeptionell wurde das Experiment so 
aufgebaut, dass die Zellen zunächst mit dem jeweiligen Antikörper-Derivat inkubiert 
wurden, nach einem gewissen Zeitraum der Antikörper wieder aus dem 
Zellkulturmedium entfernt wurde und anschließend die radioaktiv markierte L-DNA 
nach unterschiedlich langen Warteintervallen auf die Zellen gegeben wurde. Bestimmt 
wurde dabei die Zellaufnahme der radioaktiv markierten L-DNA zum jeweiligen 
Messzeitpunkt, welche nicht nur ein Maß für die Hybridisierung am Immunkomplex 
sondern auch ein Maß für die Menge an extrazellulär gebundenem Antikörper-Konjugat 
darstellt. 
 
  Um die EGFR-Bindungsstellen zu sättigen, wurden A431-Zellen mit einer 40 nM und 
FaDu-Zellen mit einer 4 nM Stammlösung von NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 oder  
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NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 bei 37°C inkubiert. Zur Bestimmung der Cetuximab 
vermittelten Rezeptor-Internalisierung wurde ungebundenes Antikörper-Konjugat 
bereits nach einer Inkubationszeit von 1 h durch Wechsel des Zellkulturmediums 
wieder entfernt (Abbildung 59, 60, 63 und 64, Messreihe 1). Ein idealer Antikörper für 
das Pretargeting liegt dann vor, wenn die Bindung der radioaktiv markierten 
Komponente zu jedem Versuchszeitpunkt denselben Wert aufweist und der Antikörper 
demzufolge nicht internalisiert wird. Als Kontrollexperiment wurde das Antikörper-
Konjugat im Gegensatz zum Internalisierungsassay erst kurz vor der Zugabe der 
radioaktiv markierten L-DNA aus dem Zellüberstand entfernt, um zum einen die 
maximale Bindungskapazität des Pretargeting-Ansatzes zum jeweiligen Messzeitpunkt 
zu bestimmen und zum anderen Einflussfaktoren wie Proliferation sowie die in Kapitel 
4.5.6 beschriebene Nachbindung des Antikörpers, infolge internalisierungsbedingter 
Reexpression des EGFR auf der Zelloberfläche, abbilden zu können (Abbildung 59, 60, 
63 und 64, Messreihe 2). Aufgrund der hohen Blutverweildauer des Antikörpers ist 
auch in vivo eine kontinuierliche Nachbindung des Antikörpers im Tumorgewebe 
wahrscheinlich. Da in Kapitel 4.5.7 festgestellt wurde, dass die Anzahl der radioaktiv 
markierten L-DNA-Moleküle [64Cu]Cu6a-e, welche am Immunkomplex binden, von der 
Größe der PEG-Substituenten abhängig ist, wurden die Internalisierungs-
Bindungsstudien sowohl mit dem nicht PEGylierten Derivat 6a als auch mit der 
favorisierten PEGylierten L-DNA 6d (10kDa-PEG) durchgeführt. Aufgrund des relativ 
langen Versuchszeitraumes von 3 d wurden die Verbindungen 6a und 6d vor jedem 
Messzeitpunkt (t = 1 h, 4 h, 24 h, 48 h und 72 h Antikörper p.i.) mit 68Ga markiert. Zur 
Sättigung aller potentiellen Hybridisierungs-Bindungsstellen am Immunkomplex wurden 
A431-Zellen mit einer 40 nM und FaDu-Zellen mit einer 20 nM Stammlösung an 
[68Ga]Ga6a bzw. [68Ga]Ga6d inkubiert. Wie bereits in Kapitel 4.5.7 diskutiert, wurde 
dabei die Reaktionszeit auf 5 min begrenzt. Zur Auswertung der experimentellen Daten 
wurde die Bindung von [68Ga]Ga6a und [68Ga]Ga6d nicht wie in Kapitel 4.5.6 und 4.5.7 
auf die Gesamtproteinmenge sondern pro Loch bezogen. 
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4.5.8.2 Pretargeting-Bindungsstudien an A431-Zellen 
 
Internalisierung der targetspezifischen Antikörper-Konjugate 
  In Abbildung 59 und Abbildung 60 sind die Ergebnisse der Bindungsstudien an A431-
Zellen graphisch zusammengefasst. Anhand der Messreihe 1 wird deutlich, dass die 
Bindungskapazität von [68Ga]Ga6a und [68Ga]Ga6d an den mit NOTA3-C225-
(c-L-DNA)1,5 bzw. NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 präinkubierten Zellen in Abhängigkeit der 
Zeit nachlässt (Abbildung 59A und C sowie Abbildung 60A und C). Nach 24 h beträgt 
die Bindungskapazität nur noch 34 - 44%, nach 48 h 20 - 30% und nach 72 h nur noch 
12 - 18% des Ausgangsswertes (Tabelle 8). Dabei konnte kein signifikanter 
Unterschied zwischen der PEGylierten und der nicht PEGylierten L-DNA sowie den 
beiden Antikörper-Konjugaten festgestellt werden. Einzig nach 4 h sind die Werte für 
die relative Bindung von [68Ga]Ga6d tendenziell niedriger als für [68Ga]Ga6a 
(Tabelle 8). Dieser Effekt tritt an beiden Antikörper-Konjugaten auf, sodass man nicht 
von einem unterschiedlichen Internalisierungsverhalten ausgehen kann. Vielmehr 
könnte die durch den PEG-Substituenten hervorgerufene sterische Hinderung bei der 
Hybridisierung am Immunkomplex der Grund für den starken Unterschied des relativen 
Bindungsvermögens nach 4 h sein. Zu Messzeitpunkten ≥ 24 h wirken sich sterisch 
anspruchsvolle Gruppen, infolge internalisierungs- sowie proliferationsbedingter 
Verringerung der Antikörperdichte auf der Zellmembran, nicht mehr so stark auf die 
Hybridisierung aus.  
 
Tabelle 8: Relative Bindung von [
68
Ga]Ga6a (0kDa-PEG) und [
68
Ga]Ga6d (10kDa-PEG) an 
A431-Zellen bezogen auf den Anfangswert 1 h nach der Antikörper-Inkubation 
    relative Bindung [%]   
Zeit Ak- NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 
Inkubation [h] [
68
Ga]Ga6a [
68
Ga]Ga6d [
68
Ga]Ga6a [
68
Ga]Ga6d 
     
1
10
 100 100 100 100 
4 80 ± 8 58 ± 5 77 ± 4 48,8 ± 2,8 
24 36 ± 3 33,5 ± 2,3 43,7 ± 2,2 35,8 ± 2,5 
48 25 ± 5 17 ± 5 29,4 ± 1,8 21,7 ± 1,8 
72 12,3 ± 1,1 17,6 ± 2,0 16,3 ± 0,6 16,8 ± 0,8 
     
 
 
 
                                               
10
 Zur Berechnung der relativen Bindungskapazität von [
68
Ga]Ga6a und [
68
Ga]Ga6d zu den 
jeweiligen Pretargeting-Intervallen wurde der 1 h Wert normiert auf 100% 
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  In der Literatur wurde die Internalisierung an A431-Zellen bisher nur innerhalb eines 
Zeitraumes von 1 h beschrieben. Göstring et al. ermittelten dabei eine 
Internalisierungsrate eines Fluoreszenz markierten Cetuximab-Konjugates von ca. 21% 
[175]. In Übereinstimmung mit den Literaturdaten ist aus Tabelle 8 ersichtlich, dass 
nach einem Inkubationszeitraum von 4 h die Bindungskapazität von [68Ga]Ga6a im 
Vergleich zum Ausgangswert 77 - 80% beträgt, was einer Internalisierungsrate von ca. 
20 - 23% entspricht. Da laut Göstring et al. die Internalisierung des Rezeptors 
unmittelbar nach der Ligandbindung innerhalb der ersten 30 min erfolgt und 
anschließend eine Plateauphase mit entsprechend langsamerer Internalisierungsrate 
einsetzen soll, sind die experimentell ermittelten Werte nach 4 h Inkubation mit denen 
der Literatur trotz Zeitdifferenz vergleichbar [175]. Dabei ist festzustellen, dass 
ungeachtet unterschiedlicher Messverfahren sowie Substitutionscharakteristiken 
ähnliche Ergebnisse für die Internalisierung der untersuchten Cetuximab-Konjugate 
erhalten wurden. 
 
Einfluss der Antikörper-Bindung auf das Zellwachstum 
  Zu jeder der in Abbildung 59A und C sowie Abbildung 60A und C dargestellten 
Messreihen ist in Abbildung 59B und D sowie Abbildung 60B und D die zugehörige 
Zellwachstumskurve in einem separaten Graph dargestellt. Dabei ist die Zunahme der 
Proteinmenge in Messreihe 1 bis zu einem Zeitpunkt von t = 48 h durch eine 
exponentielle Zellwachstumsphase charakterisiert. Auch das Zellwachstum in 
Messreihe 2, welche durch die Inkubation des jeweiligen Antikörper-Konjugates bis 
kurz vor der Zugabe der radioaktiv markierten L-DNA charakterisiert ist, weist einen 
vergleichbaren Kurvenverlauf auf, auch wenn die Proteinmenge etwas höher ist als in 
Messreihe 1 ermittelt. Zusätzliche Absaug- und Waschschritte, die zur Entfernung der 
Antikörper-Konjugate aus dem Zellkulturmedium in Messreihe 1 notwendig sind, tragen 
kurzzeitig zu einer stressbedingten Ablösung von Zellen sowie einer verminderten 
Teilungsrate bei. Im Anschluss an die exponentielle Wachstumsphase erfolgt der 
Übergang in eine Phase mit geringerer Teilungsrate bedingt durch eine hohe 
Zelldichte, Nährstofflimitierung und der Produktion toxischer Stoffwechselprodukte.  
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Abbildung 59: Internalisierungs-Pretargeting-Bindungsstudie an A431-Zellen mit [
68
Ga]Ga6a 
(0kDa-PEG), A: Präinkubation der Zellen mit NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5, B: dazugehörige 
Zellwachstumskurven mit der Wachstumskurve der unbehandelten Kontrollgruppe, 
C: Präinkubation der Zellen mit NOTA3-C225-(c-L-DNA)5, D: dazugehörige Zellwachstums-
kurven mit der Wachstumskurve der unbehandelten Kontrollgruppe, Messreihe 1 dient zur 
Bestimmung der Bindungskapazität von [
68
Ga]Ga6a zur Abschätzung der Antikörper-
Internalisierung (Inkubationszeit Antikörper-Konjugat 1 h), Messreihe 2 dient zur Bestimmung 
der maximalen Bindungskapazität von [
68
Ga]Ga6a (Antikörper-Konjugat wurde erst kurz vor der 
Zugabe von [
68
Ga]Ga6a aus dem Zellkulturmedium entfernt)  
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  Beim Vergleich der Zellwachstumskurven mit der unbehandelten Kontrollgruppe wird 
deutlich, dass ab einem Zeitraum von 24 h bis 48 h die Wachstumsrate der in 
Messreihe 1 und 2 abgebildeten Zellgruppen zunehmend geringer wird. Nach 72 h 
betrug die durchschnittliche Proteinmenge der Zellgruppen in Messreihe 2, welche mit 
NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 behandelt wurden, 105,4 ± 1,7 µg/Loch (Abbildung 59B und 
Abbildung 60B) sowie 125,1 ± 1,9 µg/Loch der mit NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 
(Abbildung 59D und Abbildung 60D) behandelten Zellen. Damit unterscheidet sich die 
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Abbildung 60: Internalisierungs-Pretargeting-Bindungsstudie an A431-Zellen mit [
68
Ga]Ga6d 
(10kDa-PEG), A: Präinkubation der Zellen mit NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5, B: dazugehörige 
Zellwachstumskurven mit der Wachstumskurve der unbehandelten Kontrollgruppe, 
C: Präinkubation der Zellen mit NOTA3-C225-(c-L-DNA)5, D: dazugehörige Zellwachstums-
kurven mit der Wachstumskurve der unbehandelten Kontrollgruppe, Messreihe 1 dient zur 
Bestimmung der Bindungskapazität von [
68
Ga]Ga6d zur Abschätzung der Antikörper-
Internalisierung (Inkubationszeit Antikörper-Konjugat 1 h), Messreihe 2 dient zur Bestimmung 
der maximalen Bindungskapazität von [
68
Ga]Ga6d (Antikörper-Konjugat wurde erst kurz vor der 
Zugabe von [
68
Ga]Ga6d aus dem Zellkulturmedium entfernt)  
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Proteinmenge signifikant von der Kontrollgruppe, die am Ende des 
Versuchszeitraumes einen Wert von 169,7 ± 1,7 µg/Loch aufwies (p = 8,3 × 10-10, 
p = 1,3 × 10-11, Abbildung 59B und D sowie Abbildung 60B und D). Auch die 
Proteinmenge der in Messreihe 1 ermittelten Werte für die mit NOTA3-C225-
(c-L-DNA)1,5 behandelten Zellen war mit 124,5 ± 2,6 µg/Loch (Abbildung 59B und 
Abbildung 60B) sowie 124 ± 4 µg/Loch für die mit NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 
(Abbildung 59D und Abbildung 60D) behandelten Zellen signifikant niedriger 
(p = 2,3 × 10-10, p = 1,5 × 10-7). Trotz relativ ähnlicher Gesamtproteinmengen beider 
Messreihen nach 72 h kann anhand der Wachstumskurven dennoch festgestellt 
werden, dass der Proliferations inhibierende Effekt erwartungsgemäß in Messreihe 2 
stärker ausgeprägt ist als in Messreihe 1. Das niedrig modifizierte Cetuximab-Konjugat 
scheint dabei das Wachstum der A431-Zellen effektiver zu hemmen als das hoch 
modifizierte Derivat (p = 4,8 × 10-7, Messreihe 2). Die bereits in Kapitel 4.5.5 und 4.5.6 
diskutierte geringere Affinität könnte dafür die Ursache sein. Eine von Goldstein et al. 
veröffentlichte Arbeit verwies schon 1995 auf den Proliferations inhibierenden Effekt 
von Cetuximab an A431-Zellen. Anhand der Zellwachstumskurven in Abbildung 59 und 
Abbildung 60 kann festgestellt werden, dass trotz ihres hohen Konjugationsgrades die 
beiden für das Pretargeting modifizierten Cetuximab-Derivate in der Lage sind, das 
Wachstum der Zellen zu inhibieren. 
 
Einflussfaktoren auf die maximale Bindungskapazität der radioaktiv markierten 
Komponente   
  In Messreihe 2 (Abbildung 59A und C sowie Abbildung 60A und C) ist die 
zeitabhängige maximale Bindungskapazität von [68Ga]Ga6a und [68Ga]Ga6d graphisch 
zusammengefasst. Da die beiden Pretargeting-Antikörper NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 
und NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 stets im Überschuss im Zellkulturmedium vorlagen, 
erfolgte während des gesamten Versuchszeitraumes eine Sättigung der EGFR-
Bindungsstellen. Wie bereits in Kapitel 4.5.7 diskutiert, bestätigt sich auch in dieser 
Bindungsstudie, dass der c-L-DNA-Beladungsgrad des jeweiligen Antikörper-
Konjugates sowie der PEG-Substituent der markierten L-DNA die Bindungskapazität 
maßgeblich beeinflussen (Abbildung 59 - 61). Interessant hierbei ist allerdings der aus 
den aufgetragenen Datenpunkten in Abbildung 61 hervorgehende proportionale 
Zusammenhang zwischen der Proteinmenge und der maximalen Bindungskapazität. 
Die Quotienten des Anstieges der Regressionsgeraden von NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 
zu NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5) sind mit 1,3 für die Bindung von [
68Ga]Ga6a (Abbildung 
61A) und 1,6 für die Bindung von [68Ga]Ga6d (Abbildung 61B) wesentlich niedriger als 
der theoretisch mögliche Quotient von 3,3, welcher sich aus dem Verhältnis des 
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c-L-DNA-Beladungsgrades der beiden Antikörper-Derivate ergibt. Besonders der hohe 
Konjugationsgrad von NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 sowie die proliferationsbedingte 
Zunahme der Zelldichte begünstigen eine sterische Inhibierung der Hybridisierung von 
[68Ga]Ga6a und [68Ga]Ga6d am Immunkomplex. Auch die in Kapitel 4.5.5 und 4.5.6 
diskutierte geringere Bindungsaffinität des hoch modifizierten Derivates im Vergleich 
zum niedrig modifizierten Analogon könnte eine zusätzliche Ursache darstellen. 
Weiterhin wird der Anstieg der Regressionsgeraden maßgeblich vom 
PEGylierungsgrad beeinflusst. Sowohl am hoch als auch am niedrig substituierten 
Antikörper-Konjugat entspricht der Anstieg der interpolierten Geradengleichungen für 
das PEGylierte Derivat [68Ga]Ga6d in etwa der Hälfte des Anstiegs der 
Geradengleichungen des nicht PEGylierten Derivates [68Ga]Ga6a (vgl. Abbildung 61A 
und B). Damit korreliert der Anstieg der Regressionsgeraden mit dem in Kapitel 4.5.7 
formulierten Zusammenhang zwischen dem PEGylierungsgrad und der 
Bindungskapazität der untersuchten Oligonukleotide am auf der Zelloberfläche 
gebundenen Antikörper. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Um zu bewerten inwieweit die Internalisierung bzw. Reexpression des EGFR den 
Anstieg der in Abbildung 61 gezeigten Regressionsgeraden beeinflusst, wurde die 
Bindung von [68Ga]Ga6a und [68Ga]Ga6d, bezogen auf die Proteinmenge, in 
Abhängigkeit der Zeit in Abbildung 62 dargestellt. Die Bindung des PEGylierten und 
des nicht PEGylierten L-DNA-Derivates am niedrig modifizierten Antikörper NOTA3-
C225-(c-L-DNA)1,5 ist über den gesamten untersuchten Zeitraum tendenziell konstant. 
Die Menge von gebundenem [68Ga]Ga6a schwankt um einen Mittelwert in einem 
Bereich von 5800 - 8500 fmol/mg (Abbildung 62A) und für [68Ga]Ga6d in einem 
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Abbildung 61: Maximale Bindungskapazität von A: [
68
Ga]Ga6a und B: [
68
Ga]Ga6d am 
Immunkomplex (Messreihe 2) an A431-Zellen in Abhängigkeit der Proteinmenge, Präinkubation 
mit NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 oder NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 
A B 
NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 
NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 
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Bereich von 3400 - 5000 fmol/mg (Abbildung 62B). Dies lässt in Kombination mit der in 
Abbildung 59 und Abbildung 60 dargestellten Internalisierung des Antikörper-EGFR-
Komplexes sowie der in Kapitel 4.5.6 beobachteten Nachbindungsphase 64Cu-
markierter Cetuximab-Konjugate den Schluss zu, dass sowohl die Internalisierung als 
auch die Reexpression des Rezeptors in gleichem Umfang ablaufen. Am hoch 
modifizierten Konjugat NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 hingegen sinkt die Bindung von 
[68Ga]Ga6a und [68Ga]Ga6d innerhalb des Versuchszeitraumes von ca. 33000 auf 
15000 fmol/mg (Abbildung 62A) bzw. von 21000 auf 9000 fmol/mg (Abbildung 62B). 
Der Kurvenverlauf der experimentellen Daten wird durch eine Potenzfunktion 
beschrieben. Die Hauptursache für die Verringerung der proteinbezogenen maximalen 
Bindungskapazität stellen wahrscheinlich sterische Aspekte dar, die aufgrund des 
hohen Konjugationsgrades von NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 einen stärkeren Einfluss 
ausüben als beim niedrig modifizierten Derivat. Allerdings ist laut der in Kapitel 4.5.6 
durchgeführten Sättigungsbindungsstudien die Nachbindung des hoch modifizierten 
Konjugates wesentlich geringer als beim niedrig modifizierten Antikörper. Dies lässt 
den Schluss zu, dass die Verringerung der proteinbezogenen maximalen 
Bindungskapazität von NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 nicht nur von der sterischen 
Inhibierung der Hybridisierung von [68Ga]Ga6a und [68Ga]Ga6d abhängt sondern 
zusätzlich durch die Internalisierung des Antikörper-Rezeptorkomplexes verstärkt wird. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A B 
NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 
NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 
Abbildung 62: Auf die Proteinmenge bezogene maximale Bindungskapazität (Messreihe 2) an 
A431-Zellen in Abhängigkeit der Zeit, Präinkubation mit NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 oder 
NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 und anschließende Applikation von A: [
68
Ga]Ga6a und 
B: [
68
Ga]Ga6d 
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4.5.8.3 Pretargeting-Bindungsstudien an FaDu-Zellen 
 
Internalisierung der targetspezifischen Antikörper-Konjugate 
  Das Internalisierungsverhalten der beiden modifizierten Cetuximab-Derivate NOTA3-
C225-(c-L-DNA)1,5 und NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 wurde auch an FaDu-Zellen 
untersucht. Wie anhand Abbildung 63A und C sowie Abbildung 64A und C Messreihe 1 
deutlich wird, nimmt ebenso wie an A431-Zellen die Bindungskapazität von [68Ga]Ga6a 
und [68Ga]Ga6d an den mit NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 bzw. NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 
präinkubierten Zellen in Abhängigkeit der Zeit sukzessive ab. Dabei beträgt der Anteil 
an hybridisierter L-DNA nach 24 h 49 - 58%, nach 48 h 24 - 33% und nach 72 h nur 
noch 12 - 38% des Ausgangswertes (Tabelle 9). Analog zur A431-Zelllinie konnte kein 
signifikanter Unterschied zwischen der PEGylierten und nicht PEGylierten L-DNA sowie 
den beiden Antikörper-Konjugaten festgestellt werden. Nach 4 h hingegen sind die 
Werte für die relative Bindung des PEGylierten Derivates [68Ga]Ga6d infolge sterischer 
Inhibierung der Hybridisierung tendenziell niedriger als für das nicht PEGylierte Derivat 
[68Ga]Ga6a (vgl. Tabelle 9). Dieser Effekt kann sowohl am hoch als auch am niedrig 
substituierten Antikörper-Konjugat beobachtet werden und scheint am hoch 
modifizierten Derivat erwartungsgemäß etwas stärker ausgeprägt zu sein. Wie bereits 
in Kapitel 4.5.8.2 diskutiert, wirken sich sterisch anspruchsvolle Gruppen zu 
Messzeitpunkten ≥ 24 h, infolge internalisierungs- sowie proliferationsbedingter 
Verringerung der Antikörperdichte auf der Zellmembran nicht mehr so stark auf die 
Hybridisierung aus.  
 
  Internalisierungs-Bindungsstudien durch Hoeben et al. an FaDu-Zellen zeigten, dass 
innerhalb eines Zeitraumes von 24 h ca. 16% eines 111In-markierten Cetuximab-
Konjugates intrazellulär detektiert wurden [177]. Jedoch konnte eine solch niedrige 
Internalisierungsrate in der vorliegenden Arbeit nicht bestätigt werden. Vielmehr waren 
nach 24 h bereits 50% des auf der Zelloberfläche lokalisierten Antikörpers internalisiert  
und stehen demnach nicht mehr für die Bindung der 68Ga-markierten L-DNA zur 
Verfügung. Die hohe Diskrepanz zwischen der in der vorliegenden Arbeit ermittelten 
Internalisierungsrate und der durch Hoeben et al. bestimmten Werte ist mit hoher 
Wahrscheinlichkeit auf die Art der Quantifizierung zurückzuführen. Das durch Hoeben 
et al. favorisierte Säure-Wasch-Verfahren ist, wie bereits in Kapitel 4.5.8.1 diskutiert, in 
Anbetracht der harschen Reaktionsbedingungen nur bedingt geeignet und liefert 
aufgrund induzierter Zellmembranschäden meist zu niedrige Werte für die 
Internalisierung membrangebundener Antikörper [224]. Auch ist angesichts der 
unterschiedlichen Substituenten und des stark differierenden Konjugationsgrades der 
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verwendeten Cetuximab-Derivate ein direkter Vergleich der Internalisierungs-
charakteristik schwierig. Im Gegensatz zur A431-Zelllinie scheint die 
Internalisierungsgeschwindigkeit an FaDu-Zellen insbesondere während der ersten 
24 h etwas geringer zu sein (vgl. Tabelle 8 und Tabelle 9). Dabei beträgt die Differenz 
der relativen Bindungskapazität von [68Ga]Ga6a und [68Ga]Ga6d durchschnittlich 15% 
zwischen FaDu und A431. Zu den Messzeitpunkten > 24 h weisen beide Zelllinien 
ähnliche Werte auf. 
 
Tabelle 9: Relative Bindung von [
68
Ga]Ga6a (0kDa-PEG) und [
68
Ga]Ga6d (10kDa-PEG) an 
FaDu-Zellen bezogen auf den Anfangswert 1 h nach der Antikörper-Inkubation 
  relative Bindung [%] 
Zeit Ak- NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 
Inkubation [h] [
68
Ga]Ga6a [
68
Ga]Ga6d [
68
Ga]Ga6a [
68
Ga]Ga6d 
     
1
11
 100 100 100 100 
4 92 ± 9 77 ± 10 83 ± 4 64 ± 4 
24 53 ± 11 55 ± 9 58 ± 6 49 ± 4 
48 24 ± 8 33 ± 6 29,5 ± 2,6 30 ± 4 
72 12 ± 4 38 ± 16 17,7 ± 2,8 24 ± 5 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                               
11
 Zur Berechnung der relativen Bindungskapazität von [
68
Ga]Ga6a und [
68
Ga]Ga6d zu den 
jeweiligen Pretargeting-Intervallen wurde der 1 h Wert normiert auf 100% 
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Abbildung 63: Internalisierungs-Pretargeting-Bindungsstudie an FaDu-Zellen mit [
68
Ga]Ga6a 
(0kDa-PEG), A: Präinkubation der Zellen mit NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5, B: dazugehörige 
Zellwachstumskurven mit der Wachstumskurve der unbehandelten Kontrollgruppe, 
C: Präinkubation der Zellen mit NOTA3-C225-(c-L-DNA)5, D: dazugehörige Zellwachstums-
kurven mit der Wachstumskurve der unbehandelten Kontrollgruppe, Messreihe 1 dient zur 
Bestimmung der Bindungskapazität von [
68
Ga]Ga6a zur Abschätzung der Antikörper-
Internalisierung (Inkubationszeit Antikörper-Konjugat 1 h), Messreihe 2 dient zur Bestimmung 
der maximalen Bindungskapazität von [
68
Ga]Ga6a (Antikörper-Konjugat wurde erst kurz vor der 
Zugabe von [
68
Ga]Ga6a aus dem Zellkulturmedium entfernt) 
 
Ergebnisse und Diskussion 
––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
 
116  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0 10 20 30 40 50 60 70
0
20
40
60
80
100
120
Proteinmenge Messreihe 2
Proteinmenge Messreihe 1
Proteinmenge ohne Antikörper
Zeit [h]
P
ro
te
in
m
e
n
g
e
/L
o
c
h
 [
µ
g
]
0 10 20 30 40 50 60 70
0
20
40
60
80
100
120
Messreihe 2: Max. Bindungskapazität
Messreihe 1: Internalisierung
Zeit [h]
B
in
d
u
n
g
/L
o
c
h
 [
fm
o
l]
0 10 20 30 40 50 60 70
0
20
40
60
80
100
120
Proteinmenge Messreihe 2
Proteinmenge Messreihe 1
Proteinmenge ohne Antikörper
Zeit [h]
P
ro
te
in
m
e
n
g
e
/L
o
c
h
 [
µ
g
]
0 10 20 30 40 50 60 70
0
5
10
15
20
25
30
35
Messreihe 2: Max. Bindungskapazität
Messreihe 1: Internalisierung
Zeit [h]
B
in
d
u
n
g
/L
o
c
h
 [
fm
o
l]
A 
C 
B 
D 
Abbildung 64: Internalisierungs-Pretargeting-Bindungsstudie an FaDu-Zellen mit [
68
Ga]Ga6d 
(10kDa-PEG), A: Präinkubation der Zellen mit NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5, B: dazugehörige 
Zellwachstumskurven mit der Wachstumskurve der unbehandelten Kontrollgruppe, 
C: Präinkubation der Zellen mit NOTA3-C225-(c-L-DNA)5, D: dazugehörige Zellwachstums-
kurven mit der Wachstumskurve der unbehandelten Kontrollgruppe, Messreihe 1 dient zur 
Bestimmung der Bindungskapazität von [
68
Ga]Ga6d zur Abschätzung der Antikörper-
Internalisierung (Inkubationszeit Antikörper-Konjugat 1 h), Messreihe 2 dient zur Bestimmung 
der maximalen Bindungskapazität von [
68
Ga]Ga6d (Antikörper-Konjugat wurde erst kurz vor der 
Zugabe von [
68
Ga]Ga6d aus dem Zellkulturmedium entfernt) 
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Einfluss der Antikörper-Bindung auf das Zellwachstum 
  Die zu jeder Messreihe zugehörige Gesamtproteinmenge ist in Abbildung 63B und D 
sowie Abbildung 64B und D in einem separaten Graph dargestellt. Anhand der 
Zellwachstumskurven wird deutlich, dass, wie auch an A431-Zellen beobachtet, die 
beiden Cetuximab-Derivate NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 und NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 
die Proliferation von FaDu-Zellen inhibieren. Bereits ab einem Zeitpunkt von 48 h war 
an den in Messreihe 2 verwendeten Zellen eine verminderte Teilungsrate im Vergleich 
zur unbehandelten Kontrollgruppe nachweisbar. Nach 72 h betrug die durchschnittliche 
Proteinmenge der Zellgruppen, welche mit NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 behandelt 
wurden, 66,8 ± 1,4 µg/Loch (Abbildung 63B und Abbildung 64B) sowie 
66,3 ± 1,0 µg/Loch der mit NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 (Abbildung 63D und 
Abbildung 64D) behandelten Zellen. Damit unterscheidet sich die Proteinmenge 
signifikant von der Kontrollgruppe, die am Ende des Versuchszeitraumes einen Wert 
von 84,3 ± 1,0 µg/Loch aufwies (p = 2,4 × 10-6, p = 1,8 × 10-8, Abbildung 63B und D 
sowie Abbildung 64B und D). Auch die in Messreihe 1 dargestellten Zellwachstums-
kurven, welche durch eine einstündige Inkubationszeit mit dem jeweiligen Antikörper-
Konjugat charakterisiert sind, weisen eine verringerte Teilungsrate auf. Allerdings ist 
dieser Effekt aufgrund der deutlich geringeren Inkubationszeit nicht so stark 
ausgeprägt wie in Messreihe 2. Dabei beträgt die durchschnittliche Proteinmenge der 
mit NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 behandelten Zellen 76,6 ± 0,8 µg/Loch (Abbildung 63B 
und Abbildung 64B)  sowie 78,3 ± 1,0 µg/Loch der mit NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 
(Abbildung 63D und Abbildung 64D) behandelten Zellen. Im Vergleich mit der 
Kontrollgruppe sind die ermittelten Unterschiede als signifikant einzustufen 
(p = 4,6 × 10-5, p = 7,8 × 10-4). Das an A431-Zellen beobachtete geringere Vermögen 
von NOTA3-C225-(c-L-DNA)5,  die Proliferation von EGFR überexprimierenden 
Tumorzellen zu inhibieren, im Vergleich zum niedrig modifizierten Derivat NOTA3-
C225-(c-L-DNA)1,5, konnte an FaDu-Zellen nicht bestätigt werden.  
 
Einflussfaktoren auf die maximale Bindungskapazität der radioaktiv markierten 
Komponente   
  Auch an FaDu-Zellen besteht ein proportionaler Zusammenhang zwischen der 
Proteinmenge und der maximalen Bindungskapazität von [68Ga]Ga6a und [68Ga]Ga6d 
(Abbildung 65). Ebenso wie an A431-Zellen entspricht dabei der Anstieg der 
interpolierten Geradengleichungen für das PEGylierte Derivat in etwa der Hälfte des 
Anstiegs der Geradengleichungen des nicht PEGylierten Derivates (vgl. 
Abbildung 65A und B). Dieser Zusammenhang ist sowohl am hoch als auch am niedrig 
substituierten Antikörper-Konjugat zu beobachten und korreliert damit mit der in Kapitel 
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4.5.7 formulierten Beziehung zwischen dem PEGylierungsgrad und der Hybridisierung 
der untersuchten Oligonukleotide am Immunkomplex. Die Quotienten des Anstiegs der 
Regressionsgeraden von NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 zu NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 für 
die Bindung von [68Ga]Ga6a bzw. [68Ga]Ga6d liegen mit 2,5 sowie 3,8 in der 
Größenordnung des theoretisch möglichen Quotienten von 3,3, welcher sich aus dem 
Verhältnis des c-L-DNA-Beladungsgrades der beiden Antikörper-Derivate ergibt. Damit 
stehen die an der FaDu-Zelllinie erhaltenen Ergebnisse im Kontrast zu den an A431-
Zellen ermittelten Werte. Aufgrund der wesentlich geringeren EGFR-Expression sowie 
Rezeptordichte von FaDu-Zellen wirkt sich eine proliferationsbedingte Zunahme der 
Zelldichte sowie der hohe c-L-DNA-Konjugationsgrad des Antikörper-Derivates NOTA3-
C225-(c-L-DNA)5 nicht mehr so stark auf die Hybridisierung der sterisch 
anspruchsvollen Moleküle der radioaktiv markierten Komponente aus. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Zur Bewertung, in welchem Umfang die Internalisierung bzw. Reexpression des 
EGFR den Anstieg der in Abbildung 65 dargestellten Regressionsgeraden beeinflusst, 
wurde die Bindung von [68Ga]Ga6a und [68Ga]Ga6d, bezogen auf die Proteinmenge, in 
Abhängigkeit der Zeit in Abbildung 66 dargestellt. In Analogie zur A431-Zelllinie weist 
dabei sowohl die nicht PEGylierte als auch die PEGylierte L-DNA am niedrig 
modifizierten Antikörper NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 über den gesamten untersuchten 
Zeitraum tendenziell ein konstantes Bindungsvermögen auf (Abbildung 66). Die 
Mengen von gebundenem [68Ga]Ga6a schwankt um einen Mittelwert in einem Bereich 
von 600 -1000 fmol/mg (Abbildung 66A) und für [68Ga]Ga6d in einem Bereich von 
300 -600 fmol/mg (Abbildung 66B). Übereinstimmend mit den auf Seite 
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Abbildung 65: Maximale Bindungskapazität von A: [
68
Ga]Ga6a und B: [
68
Ga]Ga6d am 
Immunkomplex (Messreihe 2) an FaDu-Zellen in Abhängigkeit der Proteinmenge, Präinkubation 
mit NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 oder NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 
NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 
NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 
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111 diskutierten Ergebnissen an A431-Zellen kann festgestellt werden, dass 
Internalisierung und  Reexpression des Rezeptors in gleichem Umfang ablaufen. Im 
Gegensatz zum niedrig modifizierten Antikörper nimmt am hoch modifizierten Konjugat 
NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 das Bindungsvermögen von [
68Ga]Ga6a und [68Ga]Ga6d in 
Abhängigkeit von der Zeit ab. Zum Zeitpunkt t = 1 h beträgt die Bindung der nicht 
PEGylierten L-DNA ca. 4900 fmol/mg und nähert sich mit zunehmender Versuchsdauer 
einem Wert von 3000 fmol/mg an (Abbildung 66A). Die Bindungskapazität der 
PEGylierten L-DNA sinkt von ca. 2500 fmol/mg zum Zeitpunkt t = 1 h auf 1500 fmol/mg 
nach 72 h (Abbildung 66B). Dabei ist hervorzuheben, dass die zeitabhängige 
Verringerung der proteinbezogenen Bindungskapazität an FaDu-Zellen insgesamt 
etwas niedriger ausfällt als an A431-Zellen beobachtet. Sinkt die Bindung der L-DNA-
Derivate [68Ga]Ga6a und [68Ga]Ga6d an FaDu um durchschnittlich 40% innerhalb von 
72 h, sind es an A431-Zellen im selben Zeitraum nahezu 60%. Dieses Ergebnis lässt 
den Schluss zu, dass  infolge der deutlich geringeren EGFR-Expression sowie 
Rezeptordichte von FaDu-Zellen sterische Aspekte bei der Hybridisierung am 
Immunkomplex einen geringeren Einfluss ausüben als an A431-Zellen.  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.5.8.4 Schlussfolgerungen 
 
  Das ausschlaggebende Kriterium für das Pretargeting von Tumoren besteht darin, 
dass zum Zeitpunkt der Applikation der radioaktiv markierten Komponente eine 
ausreichende Menge an extrazellulär gebundenem Antikörper vorliegt. Aus diesem 
Grund wurde an den Plattenepithelkarzinom-Zelllinien A431 und FaDu das 
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Abbildung 66: Auf die Proteinmenge bezogene maximale Bindungskapazität (Messreihe 2) an 
FaDu-Zellen in Abhängigkeit der Zeit, Präinkubation mit NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 oder 
NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 und anschließende Applikation von A: [
68
Ga]Ga6a und 
B: [
68
Ga]Ga6d 
NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 
NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 
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Internalisierungsverhalten der beiden modifizierten Cetuximab-Derivate NOTA3-C225-
(c-L-DNA)1,5 und NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 bestimmt. Dabei konnte gezeigt werden, 
dass nach einem Intervall von 24 h bereits 50 - 70% und nach 72 h 80 - 90% des 
membrangebundenen Antikörpers internalisiert war und nicht mehr für die Bindung der 
radioaktiv markierten Komponente zur Verfügung stand. Erste In-vivo-Studien an 
tumortragenden Nacktmäusen sollen nun zeigen, ob die im Zellversuch ermittelte 
Internalisierungsrate für das Pretargeting zu hoch ist oder nicht. Aufgrund der hohen 
Zirkulationszeit monoklonaler Antikörper in vivo ist es wahrscheinlich, dass der 
applizierte Antikörper kontinuierlich an reexprimiertem EGFR im Tumorgewebe 
nachbindet. Untersuchungen zur maximalen Bindungskapazität der radioaktiv 
markierten Komponente konnten dies im Zellversuch bestätigen. Dabei ist die Bindung 
der radioaktiv markierten Komponente abhängig von der Zellproliferation, der 
Internalisierung des Rezeptor-Ligand-Komplexes, der Reexpression des EGFR auf der 
Zelloberfläche, dem c-L-DNA-Substitutionsgrad des Antikörpers sowie von der Größe 
der PEG-Substituenten der markierten L-DNA-Moleküle. 
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4.6 In-vivo-Pretargeting-Studien12 
 
4.6.1 Untersuchung der In-vivo-Stabilität und Bluteliminierung von [64Cu]Cu-
NOTA-L-DNA-10kDa-PEG ([64Cu]Cu6d) 
 
  Die Bestimmung der In-vivo-Stabilität von [64Cu]Cu-NOTA-L-DNA-10kDa-PEG 
[64Cu]Cu6d erfolgte in einer gesunden männlichen Wistar-Ratte. Dazu wurde dem 
Versuchstier [64Cu]Cu6d intravenös appliziert und zu verschiedenen Zeitpunkten Blut- 
und Urinproben entnommen. Schlesinger konnte bereits die erwartet hohe 
metabolische Stabilität der nicht PEGylierten 17mer-L-DNA nachweisen [13]. Wie 
analytische HPLC-Chromatogramme belegen (Abbildung 67), verfügt auch das 
PEGylierte Derivat [64Cu]Cu6d über eine hohe Stabilität in vitro und in vivo. Nach 
120 min wurde bei der Analyse arterieller Plasma- und Urinproben noch > 90% bzw. 
> 80% intakte Verbindung mittels Radio-HPLC nachgewiesen (Abbildung 67E-F). Die 
restlichen 10-20% Verunreinigungen wurden bereits in der Ausgangslösung (Abbildung 
67A) mit einem Anteil von ca. 8% detektiert. Dabei handelt es sich möglicherweise um 
kurzkettigere L-DNA-Fragmente (tR M1 = 6,0 min, tR M2 = 10-14 min), welche, wie bereits 
in Kapitel 4.4.2 auf Seite 64 beschrieben, durch eine Metallionen katalysierte Hydrolyse 
der Phosphodiesterbindung des L-DNA-Rückgrats hervorgerufen werden können.  
 
  Neben der Ermittlung der In-vivo-Stabilität wurde zusätzlich die Blutverweildauer von 
[64Cu]Cu6d durch radiometrische Bestimmung der im Blut lokalisierten Verbindung 
bestimmt. Wie anhand der Zeit-Aktivitätskurve in Abbildung 68 zu erkennen ist, beträgt 
die biologische Halbwertszeit von [64Cu]Cu6d während der Eliminationsphase ca. 
15 min. Damit ist die Halbwertszeit um 13 min geringer als für das analoge 68Ga-
markierte Derivat [14]. Die in der Arbeit von Förster berechnete Halbwertszeit wurde 
allerdings nicht durch radiometrische Bestimmung von Blutproben, sondern aus 
dynamischen PET-Aufnahmen bestimmt. Auch Schlesinger konnte zeigen, dass die 
68Ga-markierte L-DNA eine um 4 min (T1/2 = 12 min) längere Halbwertszeit aufwies als 
die analoge 86Y-markierte Verbindung (T1/2 = 8 min) [13]. 
 
 
 
                                               
12
 Alle In-vivo-Studien wurden in der Abteilung Radiopharmazeutische und Chemische Biologie 
des Instituts für Radiopharmazeutische Krebsforschung am Helmholtz-Zentrum Dresden-
Rossendorf durch Herrn Dr. Ralf Bergmann, Frau Regina Herrlich und Frau Andrea Suhr 
durchgeführt. 
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Abbildung 67: Radio-HPLC-Untersuchung zum Metabolismus von [
64
Cu]Cu-NOTA-L-DNA-
10kDa-PEG [
64
Cu]Cu6d in einer männlichen Wistar-Ratte; Radiometrisches Profil des A: 
Reaktionsansatzes B: Reaktionsansatzes nach 7 h bei Raumtemperatur,  C: arterielles 
Blutplasma 0 min p.i., D: arterielles Blutplasma 30 min p.i., E: arterielles Blutplasma 120 min 
p.i. und F: Urinprobe 120 min p.i. 
Abbildung 68: Zeit-Aktivitätskurve von [
64
Cu]Cu6d im Blut einer männlichen Wistar-Ratte nach 
intravenöser Applikation  
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4.6.2 Kleintier-PET-Untersuchung von [64Cu]Cu-NOTA-C225-(c-L-DNA)1,5 zur 
Ermittlung der Pretargeting-Wartezeit 
 
  Um die Applikation des Pretargeting-Antikörpers und der radioaktiv markierten 
Komponente zeitlich aufeinander abstimmen zu können, wurde die Verteilung von 
[64Cu]Cu-NOTA-C225-(c-L-DNA)1,5 in FaDu tumortragenden NMRI nu/nu Mäusen 
mittels PET untersucht. Wie anhand Abbildung 69A zu erkennen ist, erreicht die 
Akkumulation des Antikörpers im Tumorgewebe nach ca. 15 h eine Plateauphase, 
welche durch eine deutlich langsamere Zunahme der Aktivität charakterisiert ist 
(SUV23h = 1,53 ± 0,14; SUV38h = 1,71 ± 0,10). Wie aus den Kleintier-PET-Aufnahmen in 
Abbildung 70 hervorgeht, entspricht die Eliminierung von [64Cu]Cu-NOTA-C225-
(c-L-DNA)1,5 aus der Blutbahn in etwa der erwarteten Charakteristik für große 
Moleküle, wie sie Antikörper aufweisen. Nach 2 h ist noch ein Großteil der injizierten 
Aktivität im vaskulären System lokalisiert, was anhand der Visualisierung des Herzens 
und der beiden Jugularvenen zu erkennen ist. Aus den PET-Aufnahmen nach 23 h und 
38 h kann abgeleitet werden, dass die weitere  Verteilungsphase durch eine langsame 
Abnahme der Antikörper-Konzentration im Herz und damit im Blut gekennzeichnet ist 
(Abbildung 70B). Das Tumor/Muskel-Aktivitätsverhältnis, als Hauptbezugsparameter 
zur Hintergrund-Aktivität im Tier, weist einen ähnlichen Kurvenverlauf auf wie die 
Aktivitätsanreicherung im Tumor  (Abbildung 69D). Nach ca. 15 h ist eine 
Plateauphase erreicht, in welcher keine weitere Verbesserung der Tumor/Muskel-
Aktivitätsverteilung auftritt (Tumor/Muskel23h = 14,6 ± 1,8). 23 h nach Antikörper-
Applikation konnte der Tumor mit einem guten Tumor/Hintergrund-Aktivitätsverhältnis 
visualisiert werden (Abbildung 70). Kleintier-PET-Aufnahmen zeigen bereits ab einem 
Zeitpunkt von 2 h eine deutliche Leberakkumulation mit einem SUV von 4,1 ± 0,2 
(Abbildung 69B und Abbildung 70). Anschließend nimmt die Aktivitätskonzentration in 
der Leber langsam wieder ab bei gleichzeitiger Verbesserung des Tumor/Leber-
Aktivitätsverhältnisses, welches im untersuchten Zeitraum einen linearen 
Zusammenhang aufweist (Abbildung 69C). Zum Zeitpunkt t = 23 h bzw. t = 38 h beträgt 
der SUV der Leber 2,6 ± 0,4 bzw. 1,97 ± 0,14. Damit korreliert die vergleichsweise 
hohe Leberanreicherung mit literaturbeschriebenen Daten radioaktiv markierter C225-
Derivate [170-172]. 
 
  Ausgehend von den ermittelten Daten wird das Pretargeting-Warteintervall auf 24 h 
festgesetzt. Dieser Zeitpunkt stellt den besten Kompromiss zwischen einer möglichst 
hohen Tumorakkumulation und einer möglichst geringen Konzentration im Blutkreislauf 
dar. Außerdem sollte das Internalisierungsverhalten des Antikörpers für die 
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Festsetzung des Pretargeting-Intervalls berücksichtigt werden. Auch wenn in Abbildung 
69A zu erkennen ist, dass die Tumorakkumulation auch während der Plateauphase 
weiter steigt, sollte das Pretargeting-Intervall einen Zeitraum von 24 h nicht 
überschreiten, da, wie in Kapitel 4.5.8 an A431- und FaDu-Zellen experimentell 
nachgewiesen, nur noch 35-60% des gebundenen Antikörpers auf der Zelloberfläche 
als Hybridisierungspartner zur Verfügung stehen. Allerdings ist anzumerken, dass das 
Internalisierungsverhalten monoklonaler Antikörper zwischen einer In-vitro-Zellkultur 
und dem In-vivo-Tumormausmodell stark variieren kann [181, 182]. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 69: Kleintier-PET-Untersuchung zum Verhalten von [
64
Cu]Cu-NOTA-C225-
(c-L-DNA)1,5 A: Zeitabhängige Aktivitätskonzentration im Tumor [SUV], B: Zeitabhängige 
Aktivitätskonzentration in der Leber [SUV], C: Tumor/Leber-Aktivitätsverhältnis (berechnet aus 
SUV), D: Tumor/Muskel-Aktivitätsverhältnis (berechnet aus SUV) 
A B 
C D 
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4.6.3 Pretargeting-Kleintier-PET-Untersuchungen von NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 
mit [68Ga]Ga-NOTA-L-DNA-(0-20)kDa-PEG ([68Ga]Ga6a-e) in Mäusen 
 
  Der grundlegende Vorteil des Pretargetings soll darin bestehen, dass innerhalb eines 
kurzen Zeitintervalls nach Applikation der radioaktiv markierten Komponente eine 
ähnliche Tumorakkumulation erreicht werden soll, wie sie direkt markierte Antikörper 
erst nach 24 – 48 h aufweisen. Damit soll insbesondere die radiologische Belastung 
von Normalgewebe verringert werden. Da im Zellversuch der PEGylierungsgrad einen 
Einfluss auf die Hybridisierung am Immunkomplex zeigte (vgl. Kapitel 4.5.7), sollen alle 
L-DNA-Derivate 6a-e mit 68Ga markiert und das Pretargeting-System in vivo untersucht 
werden. Dazu wurden 4 nmol NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 in die Schwanzvene von 
tumortragenden FaDu NMRI nu/nu Mäusen injiziert. Die Applikation von 1 nmol 
[68Ga]Ga6a-e erfolgte wie in Kapitel 4.6.2 festgelegt 24 h später. 
 
 
 
 
 
Abbildung 70: Repräsentative Kleintier-PET-Aufnahmen von [
64
Cu]Cu-NOTA-C225-
(c-L-DNA)1,5 nach intravenöser Applikation zu verschiedenen Zeitpunkten A: transaxiale, 
coronale sowie sagittale Schnittebene und B: Maximumprojektionen 
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Tumoranreicherung 
   Die Ergebnisse sind im Folgenden zusammengefasst (Abbildung 71):  
 
 Im Gegensatz zu den PEGylierten Konjugaten ist das nicht PEGylierte Derivat 
[68Ga]Ga6a durch eine sehr schnelle Tumorakkumulation innerhalb der ersten 
15 min gekennzeichnet (SUVmax 6,5 min = 0,63 ± 0,17, Abbildung 71). 
Anschließend nimmt die Tumorakkumulation langsam wieder ab und erreicht 
nach 115 min einen SUV von 0,31 ± 0,05. Aufgrund der geringen Molmasse 
und der geringeren Größe scheint [68Ga]Ga6a besser in das Tumorgewebe 
sowie aus dem Tumorgewebe heraus zu diffundieren.  
 Die Konjugate [68Ga]Ga6b (2kDa-PEG), [68Ga]Ga6c (5kDa-PEG) und 
[68Ga]Ga6e (20kDa-PEG) weisen über den gesamten untersuchten Zeitraum 
eine ähnliche Tumoranreicherung auf. Nach 115 min betragen die SUV für 
[68Ga]Ga6b 0,31 ± 0,04, [68Ga]Ga6c 0,24 ± 0,06 und [68Ga]Ga6e 0,33 ± 0,08.  
 Die Anreicherungen dieser Verbindungen im Rahmen der Pretargeting-
Experimente im Tumor während der ersten 115 min entsprechen damit in etwa 
der Akkumulation von [64Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 (SUV115 min = 
0,37 ± 0,13).  
 Einen deutlichen Unterschied bzgl. der Tumorakkumulation weist Verbindung 
[68Ga]Ga-NOTA-L-DNA-10kDa-PEG [68Ga]Ga6d auf. Fast über den gesamten 
untersuchten Zeitraum ist das Konjugat durch eine höhere Tumoraufnahme 
gekennzeichnet als [68Ga]Ga6a-c und [68Ga]Ga6e. Nach 115 min beträgt der 
SUV im Tumor 0,57 ± 0,10.  
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Leberanreicherung 
  Die Ergebnisse sind im Folgenden zusammengefasst (Abbildung 72 + Abbildung 73): 
 
 Das direkt markierte Antikörper-Konjugat [64Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 
ist bereits innerhalb eines Zeitraums von 115 min durch eine hohe 
Leberakkumulation mit einem SUV von 4,1 ± 0,2 charakterisiert (siehe Kapitel 
4.6.2).  
 Aus Abbildung 72 geht hervor, dass die Leberaufnahme der mittels Pretargeting 
untersuchten Tiere für alle L-DNA-Derivate [68Ga]Ga6a-e niedriger ist als für 
den direkt markierten Antikörper.  
 Wie zu erwarten war, weist dabei das nicht PEGylierte Derivat [68Ga]Ga6a 
aufgrund seiner geringen Blutverweildauer und hohen Nierengängigkeit die 
niedrigste Leberanreicherung (SUV115 min = 0,72 ± 0,10) sowie das beste 
Tumor/Leber-Aktivitätsverhältnis (0,45 ± 0,04) nach 115 min auf (Abbildung 
72 + Abbildung 73).  
 Die relativ hohe Leberakkumulation der PEGylierten L-DNA-Konjugate ist auf 
deren verstärkte Hybridisierung mit dem in der Leber lokalisierten Antikörper 
zurückzuführen. Besonders die höhere Blutverweildauer, Lipophilie und 
Molmasse im Vergleich zum nicht PEGylierten Derivat sind dabei 
entscheidende Kriterien.  
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Abbildung 71: Zeitabhängige Tumoraufnahme (SUV) von [
68
Ga]Ga6a-e in FaDu 
tumortragenden NMRI nu/nu Mäusen, 24 h vor der Applikation von [
68
Ga]Ga6a-e wurde 
NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5  injiziert, Mäusen, denen das direkt markierte Antikörper-Konjugat 
[
64
Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 verabreicht wurde, bekamen zuvor kein NOTA3-C225-
(c-L-DNA)1,5 injiziert   
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 Hervorzuheben ist, dass die für das Pretargeting favorisierte Verbindung 
[68Ga]Ga6d (10kDa-PEG) die höchste Anreicherung in der Leber aufweist 
(SUV115 min = 2,0 ± 0,4). Die höhere Tumorakkumulation von [
68Ga]Ga6d 
(10kDa-PEG) im Vergleich zu den Konjugaten [68Ga]Ga6b (2kDa-PEG), 
[68Ga]Ga6c (5kDa-PEG) und [68Ga]Ga6e (20kDa-PEG) führt dennoch zu einer 
vergleichbaren Tumor/Leber-Aktivitätsverteilung (Abbildung 73). 
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Abbildung 72: Vergleich der zeitabhänigen Leberaufnahme [SUV] an FaDu tumortragenden 
NMRI nu/nu Mäusen 
Abbildung 73: Gegenüberstellung der Tumor/Leber-Aktivitätsverteilung berechnet aus den 
SUV-Verhältnissen der einzelnen Organe 
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Schlussfolgerungen 
  Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sich NOTA-L-DNA-10kDa-PEG 6d 
auch in den ersten In-vivo-Pretargeting-Versuchen als idealer Radionuklid-Transporter 
für das Pretargeting herauskristallisiert. Das beschriebene Derivat stellt nicht nur den 
besten Kompromiss bzgl. Blutverweildauer sowie Nieren- und Leberakkumulation dar, 
sondern ist im Gegensatz zu den anderen untersuchten L-DNA-Konjugaten 6a-c und 
6e wie auch dem direkt markierten Antikörper [64Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 
durch eine wesentlich höhere Tumorakkumulation innerhalb der ersten beiden Stunden 
charakterisiert. Im untersuchten Zeitraum konnte außerdem eine deutliche 
Verringerung der Leberakkumulation im Vergleich zum direkten Targeting beobachtet 
werden. Allerdings ist die absolute Tumorakkumulation für alle untersuchten 
Verbindungen [68Ga]Ga6a-e nach 2 h deutlich niedriger als für den direkt markierten 
Antikörper [64Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 nach 23 h. Der entscheidende Vorteil 
des Pretargetings, bereits nach einem kurzen Zeitraum eine ähnliche 
Tumorakkumulation zu erreichen, wie sie direkt markierte Antikörper erst nach 
24 - 48 h aufweisen, konnte mit dem untersuchten System nicht erzielt werden. 
Besonders die hohe Internalisierungsrate könnte der Hauptgrund für die 
vergleichsweise niedrige Tumorakkumulation sein, auch wenn die in vitro ermittelten 
Daten (vgl. Kapitel 4.5.8) nicht direkt auf das In-vivo-Verhalten übertragbar sind [181]. 
 
 
4.6.4 Pretargeting-Studien von NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 mit [
64Cu]Cu-NOTA-
L-DNA-10kDa-PEG ([64Cu]Cu6d) in Mäusen 
 
4.6.4.1 Kleintier-PET-Untersuchungen an FaDu tumortragenden NMRI nu/nu Mäusen 
 
  Aufgrund der in Kapitel 4.6.3 beschriebenen sehr vorteilhaften pharmakokinetischen 
Charakteristik wurde für die weiteren Kleintier-PET-Untersuchungen mit dem 
Radionuklid 64Cu einzig NOTA-L-DNA-10kDa-PEG 6d verwendet. Im Gegensatz zum 
68Ga (T1/2 = 68 min) sind mit 
64Cu (T1/2 = 12,7 h) bedingt durch die Halbwertszeit 
Messungen bis zu zwei Tage nach der Radiotracerapplikation möglich.  
 
  Es wurden 4,0 nmol NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 in die Schwanzvene von 
tumortragenden FaDu oder A431 NMRI nu/nu Mäusen 24 h vor der Applikation von 
1 nmol [64Cu]Cu6d injiziert. Da an beiden Tumormodellen keine signifikanten 
Unterschiede bzgl. der Anreicherung von [64Cu]Cu6d beobachtet werden konnten, 
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wurden aus den resultierenden Messwerten unabhängig von der Art des Tumors sowie 
mit dem Hintergrund, dass die Rezeptordichte in vivo unbekannt ist, Mittelwerte 
gebildet. 
 
  Abbildung 74 zeigt die Verteilung von [64Cu]Cu6d zu verschiedenen Zeitpunkten 
zwischen 1 min und 72 h in tumortragenden FaDu NMRI nu/nu Mäusen. Infolge der 
Hybridisierung von [64Cu]Cu6d mit NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 wird mit zunehmender 
Versuchsdauer der Anteil des entsprechenden radioaktiv markierten Hybrids in vivo 
zunehmen und das radiopharmakologische Profil dahingehend beeinflussen. In der 
ersten Minute nach der Injektion von [64Cu]Cu6d ist eine Verteilung der Aktivität in der 
Hohlvene mit anschließender Akkumulation im Herz und den beiden Jugularvenen zu 
verzeichnen. Nach 5 min beginnt bereits die Eliminierung von [64Cu]Cu6d über die 
Nieren in die Blase. Die beginnende Anreicherung der Aktivität im Tumor ist erstmalig 
nach einem Zeitraum von 50 min visuell erkennbar. Aus Abbildung 75A ist zu 
entnehmen, dass die Tumorakkumulation des PEGylierten L-DNA-Derivates ca. die 
gleiche Kinetik aufweist wie das 68Ga-markierte Analogon (vgl. Kapitel 4.6.3, 
Seite 127). Dabei ist nach 54 min der ermittelte SUV für [64Cu]Cu6d mit einem Wert 
von 0,72 ± 0,03 etwas höher als für [68Ga]Ga6d (SUV54 min = 0,55 ± 0,11). 
Anschließend nimmt die Akkumulation von [64Cu]Cu6d im Tumor weiter zu und 
erreicht nach 24 h einen SUV von 0,91 ± 0,17 (Abbildung 75B). Ein Teil der injizierten 
Aktivität wird vorrangig hepatobiliär ausgeschieden, was anhand der hohen 
Aktivitätskonzentration in der Leber und im Darm nach 24 h zu erkennen ist (Abbildung 
74). Dabei entspricht das Aktivitätsverteilungsprofil nicht der frei zirkulierenden L-DNA 
[64Cu]Cu6d sondern dem zuvor injizierten Antikörper NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 (vgl. 
Abbildung 70 und Abbildung 74). Aufgrund der langsamen Eliminierung aus der 
Blutbahn und der relativ hohen Leberakkumulation, welche charakteristisch ist für 
große Moleküle, erfolgt eine Hybridisierung beider Pretargeting-Komponenten nicht nur 
im Tumor, sondern auch in der Leber und im Blut. Nach 24 h weist das Tumor/Leber-
Aktivitätsverhältnis einen Wert von 1,09 ± 0,13 auf (Abbildung 75C). Eine weitere 
Verbesserung der Aktivitätsverteilung zwischen Tumor und Leber kann anhand der 
PET-Aufnahmen nach 48 h und 72 h beobachtet werden.  
 
 
 
 
 
 
Ergebnisse und Diskussion 
––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
 
131  
4.
0 
nm
ol
0.0
0.5
1.0
1.5
2.0
V
e
rh
ä
ltn
is
 T
u
m
o
r/
L
e
b
e
r 
[S
U
V
/S
U
V
]
0 10 20 30 40 50 60
0.0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
Time [min]
S
U
V
m
e
a
n
4.
0 
nm
ol
0.0
0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
S
U
V
m
e
a
n
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 min 
 
5 min 
 
20 min 
 
50 min 
 
24 h 
 
48 h 
 
72 h 
 
Abbildung 74: Repräsentative Kleintier-PET-Aufnahmen (Maximumprojektionen) von 
[
64
Cu]Cu6d zu verschiedenen Zeitpunkten 24 h nach der Injektion von NOTA3-C225-
(c-L-DNA)1,5 in FaDu tumortragenden NMRI nu/nu Mäusen  
Abbildung 75: Kleintier-PET-Untersuchung von [
64
Cu]Cu6d 24 h nach der Injektion von 
NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 in FaDu- sowie A431- tumortragende NMRI nu/nu Mäuse, 
A: Zeitabhängige Tumoraufnahme [SUV], B: Tumoraufnahme [SUV] nach 24 h und 
C: Tumor/Leber-Aktivitätsverhältnis berechnet aus den SUV-Werten der einzelnen Organe nach 
24 h 
Zeit [min] 
A B C 
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4.6.4.2 Bioverteilung nach Pretargeting-Experimenten an A431 tumortragenden NMRI 
nu/nu Mäusen 
 
  Zur weiteren In-vivo-Charakterisierung des Pretargeting-Systems wurden 
Bioverteilungsstudien an A431-tumortragenden NMRI nu/nu Mäusen nach dem unter 
4.6.4.1 beschriebenen Applikationsregime der Pretargeting-Komponenten 
durchgeführt. Zusätzlich wurde ein Kontrollexperiment ohne vorherige Applikation von 
NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 realisiert, um zu bewerten ob eine spezifische Akkumulation 
und damit eine Hybridisierung von [64Cu]Cu6d an den im Tumor lokalisierten 
Antikörper vorliegt. In Abbildung 76 und Abbildung 77 sind die Organverteilungsprofile 
24 h nach der Applikation des 64Cu-markierten L-DNA-Derivates [64Cu]Cu6d für das 
Pretargeting- und das Kontrollexperiment graphisch zusammengefasst 
(Organverteilungswerte siehe Anhang Tabelle A 1, Tumor/Normalgewebe-Aktivitäts-
verteilungen siehe Anhang Tabelle A 2). Im Tumor konnte dabei für das Pretargeting-
Experiment eine Aktivitätskonzentration von 0,45 ± 0,09 SUV bestimmt werden, welche 
allerdings niedriger ausfällt als der mittels PET berechnete Wert (SUV24h = 0,91 ± 0,17, 
Kapitel 4.6.4.1). Beim Kontrollexperiment wurde für die Akkumulation von [64Cu]Cu6d 
im Tumor ein SUV von 0,43 ± 0,03 ermittelt. Dieses Ergebnis zeigt, dass es keinen 
signifikanten Unterschied bzgl. der Tumorakkumulation zwischen dem Pretargeting- 
und dem Kontrollexperiment gibt (Abbildung 76). Dennoch deutet das wesentlich 
höhere Tumor/Muskel-Aktivitätsverhältnis (Pretargeting 12 ± 5, Kontrollexperiment 
4,30 ± 0,73) darauf hin, dass [64Cu]Cu6d spezifisch an den im Tumor lokalisierten 
Antikörper hybridisiert und die Anreicherung im kranken Gewebe nicht ausschließlich 
auf den sogenannten EPR-Effekt (engl. enhanced permeability and retention) 
zurückzuführen ist (Abbildung 77B).  
 
  Wie bereits in Kapitel 4.6.4.1 festgestellt, wird ein Großteil von [64Cu]Cu6d sowohl 
beim Pretargeting als auch beim Kontrollexperiment zunächst renal aus dem 
Organismus eliminiert (Pretargeting SUVNiere = 0,57 ± 0,12, Kontrollexperiment 
SUVNiere = 1,67 ± 0,29). Zum Untersuchungszeitraum waren bereits 79 ± 4% ID 
(Pretargeting) bzw. 53,6 ± 9,4% ID (Kontrollexperiment) der injizierten Aktivitätsmenge 
über den Urin ausgeschieden (Abbildung 77A). Dies korreliert mit der überwiegend 
renalen Ausscheidungscharakteristik von Oligonukleotid-Derivaten [13, 133]. Allerdings 
wird durch den 10kDaPEG-Substituenten die Lipophilie der L-DNA erhöht und aufgrund 
der Größe die renale Filtration verringert, was bewirkt, dass [64Cu]Cu6d sowohl renal 
als auch hepatobiliär eliminiert wird. Die Nieren- sowie Leberakkumulation ist beim 
Kontrollexperiment zwar deutlich höher als beim Pretargeting, doch sind die SUV-
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Werte für Niere und Leber beim Kontrollexperiment annähernd gleich (vgl. SUVNiere = 
1,67 ± 0,29 und SUVLeber = 1,73 ± 0,07), während beim Pretargeting eine 
vergleichsweise höhere Akkumulation in der Leber auftritt (vgl. SUVNiere = 0,57 ± 0,12 
und SUVLeber = 0,84 ± 0,17). In Kombination mit der höheren Aktivitätskonzentration 
des Pretargeting-Ansatzes im Blut (SUVBlut = 0,64 ± 0,22, Tumor/Blut = 0,76 ± 0,27) im 
Vergleich zum Kontrollexperiment (SUVBlut = 0,42 ± 0,02, Tumor/Blut = 1,02 ± 0,12) 
zeigt sich, dass wie in Kapitel 4.6.4.1 beschrieben NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 zum 
Zeitpunkt der Injektion von [64Cu]Cu6d noch nicht vollständig aus der Blutbahn entfernt 
wurde und mit der applizierten L-DNA hybridisiert. Dies lässt den Schluss zu, dass zur 
Verbesserung der Tumorakkumulation und zur Reduzierung der Aktivitätsmenge im 
Blut die Wartezeit zwischen der Applikation des Antikörpers und der radioaktiv 
markierten Komponente verlängert werden muss. Allerdings könnte die Verlängerung 
der Wartezeit besonders im Hinblick auf das Internalisierungsverhalten des Antikörper-
Rezeptor-Komplexes (vgl. Kapitel 4.5.8) zu keiner deutlichen Verbesserung beitragen. 
Ein deutliches Indiz dafür ist der nur geringe Unterschied der Tumorakkumulation von 
[64Cu]Cu6d zwischen dem Pretargeting- und dem Kontrollexperiment.  
 
  In allen anderen Organen wurden sowohl beim Pretargeting als auch beim 
Kontrollexperiment nur geringe Aktivitätskonzentrationen mit SUVs < 0,4 registriert. 
Damit kommt es einzig in Leber, Darm, Nieren, vaskulären System und im Tumor zu 
spezifischen bzw. unspezifischen Anreicherungen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 76: Organverteilungsprofil von [
64
Cu]Cu6d 24 h p.i. in A431 tumortragenden NMRI 
nu/nu Mäusen ohne (Kontrollexperiment, Mittelwert ± SD; n=4) und mit Injektion (Pretargeting, 
Mittelwert ± SD, n=8) von NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 24 h vor der Applikation von [
64
Cu]Cu6d 
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4.6.5 Pretargeting-SPECT-Untersuchungen von NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 mit 
[177Lu]Lu-DOTA-GA-L-DNA-10kDa-PEG ([177Lu]Lu8d) 
 
  Im Hinblick auf eine spätere therapeutische Nutzung des in dieser Arbeit 
beschriebenen Pretargeting-Konzeptes wurde eine erste Untersuchung hinsichtlich 
Verteilung sowie In-vivo-Stabilität von [177Lu]Lu-DOTA-L-DNA-10kDa-PEG  [177Lu]Lu8d 
in A431-tumortragenden NMRI nu/nu Mäusen durchgeführt. Da es die Halbwertszeit 
des Radionuklids 177Lu (T1/2 = 6,7 d) erlaubt, bis zu zwölf Tage nach der Applikation die 
In-vivo-Verteilung des Radiotracers zu messen, wurden SPECT-Bilder 1 d, 5 d und 
12 d nach der Injektion von [177Lu]Lu8d  aufgenommen. Dabei wurde dasselbe 
Applikationsregime wie in den vorangegangenen Kapiteln angewandt.  
 
  Wie aus Abbildung 78 hervorgeht, weist [177Lu]Lu8d nach 24 h eine ähnliche 
Verteilung auf wie [64Cu]Cu6d (vgl. Abbildung 74, Seite 131). Zu erkennen ist dabei die 
Visualisierung des Tumors mit einem guten Tumor/Hintergrund-Aktivitätsverhältnis 
sowie die bereits in Kapitel 4.6.4.1 beobachtete hohe Anreicherung der Aktivität in der 
Leber und im Darm. Das Tumor/Leber-Aktivitätsverhältnis weist nach 24 h einen Wert 
Abbildung 77: Organverteilungsprofil von [
64
Cu]Cu6d 24 h p.i. in A431-tumortragenden NMRI 
nu/nu Mäusen ohne (Kontrollexperiment, Mittelwert ± SD; n=4) und mit Injektion (Pretargeting, 
Mittelwert ± SD, n=8) von NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 24 h vor der Applikation von [
64
Cu]Cu6d, 
A: Anteil der injizierten Aktivitätsmenge in % ID und B: Tumor/Normalgewebe-
Aktivitätsverhältnisse (SUV/SUV) 
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von 1,39 ± 0,25 auf, scheint aber mit zunehmender Versuchsdauer abzunehmen, was 
daran zu erkennen ist, dass anhand der SPECT-Aufnahmen nach 5 d und 12 d der 
Tumor sich im Vergleich zur Leber immer schlechter vom Hintergrund abzuheben 
scheint. Hervorzuheben ist, dass über den gesamten untersuchten Zeitraum keine 
Anreicherung der Aktivität im Skelett nachzuweisen ist. Dies lässt auf eine hohe 
In-vivo-Stabilität des [177Lu]Lu-DOTA-Komplexes schließen, da freies [177Lu]Lu3+ 
hauptsächlich im Knochen und den Gelenken akkumuliert wird. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.7 Abschließende Bewertung von Cetuximab auf dessen Eignung als 
Antikörper für das Tumor-Pretargeting 
 
  Die Hauptfragestellung dieser Arbeit war zu klären, ob das Internalisierungsverhalten 
von Cetuximab ein Ausschlußkriterium für dessen Einsatz als Antikörper für das 
Pretargeting darstellt. Internalisierungs-Bindungsstudien an A431- und FaDu-Zellen 
haben gezeigt, dass die Bindungskapazität der markierten L-DNA am Immunkomplex 
bereits innerhalb der ersten 24 h um durchschnittlich 50% abnimmt (siehe Kapitel 
4.5.8). Ein ähnlicher Unterschied wurde hinsichtlich der Tumorakkumulation des direkt 
markierten Antikörpers [64Cu]Cu-NOTA-C225-(c-L-DNA)1,5 und der Anreicherung des 
Pretargeting-Systems bestehend aus NOTA-C225-(c-L-DNA)1,5 und [
64Cu]Cu6d in vivo 
1 d 
 
5 d 
 
12 d 
 
Abbildung 78: Repräsentative Kleintier-SPECT-Aufnahmen von [
64
Cu]Cu8d zu verschiedenen 
Zeitpunkten, A431 tumortragenden NMRI nu/nu Mäusen wurde 24 h zuvor NOTA3-C225-
(c-L-DNA)1,5 appliziert 
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beobachtet (SUVdirektes Targeting = 1,53 ± 0,14 vs. SUVPretargeting = 0,91 ± 0,17). Vergleicht 
man die Organverteilungsdaten in Kapitel 4.6.4.2 fällt dieser Unterschied sogar noch 
größer aus (SUV = 0,45 ± 0,09). Das entspricht einer Abnahme der absoluten 
Tumorakkumulation zwischen direktem Targeting und Pretargeting von ca. 40 - 70%. 
Außerdem war festzustellen, dass kein signifikanter Unterschied bzgl. der 
Tumorakkumulation des Pretargeting-Systems und der Tumorakkumulation der 
radioaktiv markierten Komponente zu beobachten war (SUVPretargeting = 0,45 ± 0,09, 
SUVKontrollexperiment = 0,43 ± 0,03). Einzig das deutlich bessere Tumor/Muskel-
Aktivitätsverhältnis lässt auf eine spezifische Hybridisierung von [64Cu]Cu6d am im 
Tumor lokalisierten Antikörper schließen (Pretargeting 12 ± 5, Kontrollexperiment 
4,30 ± 0,73). Die Leberakkumulation wurde im Vergleich zum direkt markierten 
Antikörper-Derivat zwar verringert, aber es ist für einen therapeutischen Einsatz zu 
klären, ob der Vorteil einer verringerten Strahlenbelastung der Leber eine 
möglicherweise zu geringe applizierte Dosis im Tumor kompensiert. Weiterhin ist aus 
den erhaltenen Daten ersichtlich, dass erst nach ca. 24 h eine Visualisierung des 
Tumors mit einem guten Tumor/Hintergrund-Aktivitätsverhältnis erfolgt. Pretargeting-
Systeme sollten aber dadurch charakterisiert sein, dass sie innerhalb eines kurzen 
Zeitraumes von wenigen Stunden eine ähnliche Tumorakkumulation erreichen, wie sie 
direkt markierte Antikörper erst nach 24 - 48 h aufweisen. Dabei zeigen insbesondere 
Pretargeting-Konzepte basierend auf den durch Goldenberg et al. etablierten 
bispezifischen Antikörpern bereits nach 1 – 2 h eine deutliche Tumorakkumulation bei 
gleichzeitig sehr geringer Restaktivität im Tier [64, 227]. Auch das durch Hnatowich et 
al. entwickelte Konzept mit sogenannten Morpholino-Oligonukleotiden konnte sein 
großes Potential in präklinischen Studien bestätigen [126, 127]. Zukünftige Arbeiten 
sollten sich damit beschäftigen zum einen das Applikationsregime der einzelnen 
Komponenten weiter zu optimieren und zum anderen einen Antikörper zu verwenden, 
welcher möglichst nicht internalisiert wird, auch wenn in der Literatur internalisierende 
Antikörper erfolgreich für das Pretargeting von Tumoren zum Einsatz kommen [181]. 
Das ausschlaggebende Kriterium ist dabei die Internalisierungsgeschwindigkeit des 
Antikörper-Rezeptor-Komplexes in vivo.  
 
  Cetuximab ist demnach aufgrund seiner hohen Internalisierungsrate nicht für 
das Pretargeting geeignet.  
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5 Zusammenfassung und Ausblick 
 
1. Entwicklung der targetspezifischen Antikörper-Einheit 
  Es konnten zwei c-L-DNA-modifizierte Cetuximab-Derivate mit einem niedrigen 
(n = 1,5) und einem hohen (n = 5) Konjugationsgrad an c-L-DNA hergestellt werden 
(Abbildung 79). Zur radiopharmakologischen Charakterisierung wurden beide 
Konjugate zusätzlich mit NOTA funktionalisiert und entsprechende Verfahren zur 
Markierung mit dem Radiometallnuklid 64Cu erarbeitet. Die Reaktionsparameter 
sowohl bei der Synthese als auch bei der Radiomarkierung wurden hinsichtlich des 
pH-Wertes, der Temperatur und der mechanischen Beanspruchung so gewählt, 
dass einerseits der Affinitätsverlust in Bezug zum nativen Cetuximab möglichst 
gering gehalten wird und andererseits die erarbeiteten Protokolle sich 
perspektivisch auch auf andere Antikörper übertragen lassen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. In-vitro-Charakterisierung des Pretargeting-Systems 
  Die zentrale Fragestellung dieses Kapitels bestand darin, die 
Internalisierungsgeschwindigkeit der beiden Cetuximab-Konjugate NOTA3-C225-
(c-L-DNA)1,5 und NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 im Hinblick auf deren Eignung für 
In-vivo-Pretargeting-Experimente zu bewerten. Dabei wurde festgestellt, dass 
bereits nach 24 h an A431- und FaDu-Zellen 50 - 70% des auf der Zelloberfläche 
gebundenen Antikörpers nicht mehr für die Bindung der radioaktiv markierten 
Komponente zur Verfügung stand (Abbildung 80). 72 h nach der Antikörper-
Applikation waren sogar 80 - 90% des extrazellulär gebundenen Antikörpers 
internalisiert. Besonders diese hohe Internalisierungsrate könnte im Hinblick auf In-
Abbildung 79: Funktionalisierung von Cetuximab (C225) mit p-SCN-Bn-NOTA 3 und 
17mer-c-L-DNA 2‘ 
n = 1,5 oder 5 
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vivo-Anwendungen problematisch sein und eine geringe Tumorakkumulation der 
radioaktiv markierten Komponente bewirken.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Infolge der Konjugation von Cetuximab mit p-SCN-Bn-NOTA 3, GMBS 9 und 
17mer-c-L-DNA 2 war eine Änderung der pharmakologischen Eigenschaften von 
Cetuximab nachweisbar. Insbesondere dadurch, dass die Antikörper-Modifikation 
vorrangig an den Aminogruppen der Lysin-Einheiten erfolgte und durch das 17fach 
negativ geladene Phosphatrückgrat des Oligonukleotids, wurde eine starke 
Anionisierung der Proteinoberfläche und damit eine Verringerung des 
isoelektrischen Punktes festgestellt. Dennoch bestätigten Kompetitions-
bindungsstudien an A431- und FaDu-Gesamtzellhomogenat für alle untersuchten 
Antikörper-Derivate unabhängig vom Konjugationsgrad deren sehr hohe Affinität 
zum EGFR. Auch die bei Untersuchungen an intakten Zellen berechneten KD-
Werte unterstreichen dies. Einzig die Bindungskapazität weist dabei eine 
Abhängigkeit zum Konjugationsgrad auf, sodass trotz sehr guter Ki- und KD-Werte 
auf eine Verringerung der Affinität infolge der Antikörper-Modifikation zu schließen 
ist. Interessant ist auch, dass nach einem Zeitraum > 4 h eine zweite 
Bindungsphase auftritt, welche möglicherweise durch eine Reexpression des 
EGFR aus intrazellulären Kompartimenten, infolge der Internalisierung des 
Rezeptor-Antikörper-Komplexes, hervorgerufen wird. 
  Außerdem wurde untersucht, inwieweit die unterschiedlichen und sterisch sehr 
anspruchsvollen PEG-Substituenten der 17mer-L-DNA die Hybridisierung am 
Antikörper sowie am Rezeptor-Antikörper-Komplex an A431- und FaDu-Zellen 
beeinflussen. Dabei stellte sich heraus, dass die Hybridisierung am Immunkomplex 
A 
 
B 
 
Abbildung 80: Internalisierungs-Bindungsstudien an A: FaDu-Zellen und B: A431-Zellen, 
Präinkubation mit NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 und anschließende Applikation von [
68
Ga]Ga6a 
(0kDa-PEG) bzw. [
68
Ga]Ga6d (10kDa-PEG) zu verschiedenen Zeitpunkten 
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in Abhängigkeit des PEGylierungsgrades vom nicht PEGylierten Konjugat 
[64Cu]Cu6a zum 20kDa-PEG-Derivat [64Cu]Cu6e sukzessive abnimmt. Hingegen 
scheint der PEGylierungsgrad bei der Hybridisierung am im Phosphatpuffer und im 
humanen Vollblut inkubierten Antikörper keinen Einfluss zu haben. Weiterhin wurde 
im Zellversuch gezeigt, dass am hoch modifizierten Cetuximab-Konjugat NOTA3-
C225-(c-L-DNA)5 in Abhängigkeit des Konjugationsgradunterschiedes zum niedrig 
modifizierten Derivat NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 ca. dreimal mehr Ligand 
hybridisiert. 
 
3. In-vivo-Pretargeting-Studien am Tumor-Mausmodell 
  Erste In-vivo-Pretargeting-Untersuchungen bestätigten, dass das durch Förster 
[14] favorisierte Derivat NOTA-L-DNA-10kDa-PEG 6d der ideale „Kandidat“ für das 
Pretargeting-Konzept basierend auf L-konfigurierten Oligonukleotiden ist. 
Besonders die wesentlich höhere Tumorakkumulation von [68Ga]Ga6d (10kDa-
PEG) im Vergleich zu den anderen untersuchten L-DNA-Konjugaten [68Ga]Ga6a-c 
(0, 2, 5kDa-PEG) und [68Ga]Ga6e (20kDa-PEG) ist dabei von besonderer 
Bedeutung. Zukünftige Pretargeting-Studien sollten demnach ausschließlich mit der 
10kDa-PEG modifizierten 17mer-L-DNA durchgeführt werden. Die Substitution des 
bifunktionalen Chelators p-SCN-Bn-NOTA 3 durch DOTA-GA-Mal 7 ermöglicht den 
Einsatz eines breiten Spektrums therapeutisch relevanter Radionuklide wie 
beispielsweise 90Y, 177Lu oder auch 67Cu. Dies konnte anhand eines ersten 
Pretargeting-Experimentes mit NOTA-C225-(c-L-DNA)1,5 und [
177Lu]Lu-DOTA-GA-
L-DNA-10kDa-PEG [177Lu]Lu8d bestätigt werden. 
 
Schlussfolgerung 
  Zusammenfassend muss aber festgestellt werden, dass Cetuximab als Antikörper 
für das Pretargeting aufgrund seiner Internalisierungseigenschaften nicht geeignet 
ist. Es zeigte sich zwar, dass nach 24 h mittels Pretargeting eine verringerte 
Leberakkumulation im Vergleich zum direkt markierten Cetuximab-Derivat 
[64Cu]Cu-NOTA-C225-(c-L-DNA)1,5 erzielt werden kann, allerdings fällt die 
Tumorakkumulation ebenfalls um ca. 40 – 70% niedriger aus und demnach wird 
eine deutlich geringere Dosis im Tumor angereichert. Dies lässt den Rückschluss 
zu, dass in vivo eine ähnlich hohe Internalisierung auftritt wie im In-vitro-Zellversuch 
ermittelt. Das Pretargeting-Intervall musste demnach auf 24 h festgesetzt werden, 
auch wenn zum Zeitpunkt der Applikation der radioaktiv markierten Komponente 
der Antikörper immer noch im vaskulären System zirkulierte. Kleintier-PET-
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Aufnahmen lassen allerdings vermuten, dass eine Applikation der radioaktiv 
markierten Komponente 48 h nach der Antikörper-Gabe bessere 
Aktivitätsverteilungsverhältnisse ergeben hätte. Der eigentliche Vorteil des 
Pretargetings, innerhalb weniger Stunden eine ähnlich hohe Tumorakkumulation zu 
erzielen, wie sie direkt markierte Antikörper erst nach mehreren Tagen aufweisen, 
konnte mit Cetuximab nicht verwirklicht werden.  
 
Ausblick 
  Infolge dessen, dass Cetuximab aufgrund seiner Internalisierungscharakteristik nicht 
für das Pretargeting geeignet ist, müssen sich zukünftige Arbeiten damit befassen ein 
Rezeptor-Antikörper-System zu etablieren, welches möglichst nicht internalisiert und 
darüber hinaus in ausreichender Quantität zur Verfügung gestellt werden kann.  
 
  Die in dieser Dissertation erarbeiteten Protokolle zur Konjugation von 17mer-c-L-DNA 
2 sollten auch auf andere Antikörper übertragbar sein. Im Vordergrund sollte dabei 
stehen, dass dann alternative Antikörper-System sowohl in vitro als auch in vivo 
radiopharmakologisch zu untersuchen und auf dessen Eignung für das Pretargeting zu 
bewerten. Eine weitere Aufgabe sollte darin bestehen, die L-DNA mit therapeutisch 
relevanten Aktivitätsmengen an 90Y bzw. 177Lu zu markieren.  
 
  Mit zunehmender PEG-Größe nimmt die Hybridisierung der L-DNA-Derivate 6a-e am 
Immunkomplex deutlich ab. Da der PEG-Substituent am 3‘-Ende und der 
Komplexbildner am 5‘-Ende gebunden ist, wird die Hybridisierung insbesondere an den 
am Antigen gebundenen Antikörper sterisch inhibiert. Dieses Problem könnte dadurch 
gelöst werden, dass der PEG-Substituent zwischen Chelator und der eigentlichen 
L-DNA positioniert wird. Damit sollte die L-DNA für die Hybridisierung sterisch 
zugänglicher sein und nicht wie bisher durch den PEG-Substituenten sterisch 
abgeschirmt sein. 
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6 Experimenteller Teil 
 
6.1 Material 
 
6.1.1 Chemikalien 
 
Tabelle 10: Chemikalienspezifikation 
Chemikalie Hersteller Spezifikation 
   
1 Kb Plus DNA Ladder Invitrogen  
Agarose Invitrogen UltraPureTM 
Acetonitril Fisher für HPLC 
Acrylamid 40% (19:1) BIO-RAD Elektrophorese  
Buffer solution pH 4,00 ± 0,02 Red VWR Titrinorm® 
Buffer solution pH 7,00 ± 0,02 Green VWR Titrinorm® 
Buffer solution pH 10,00 ± 0,05 Blue VWR Titrinorm® 
N-(2-Aminoethyl)maleinimid-trifluoracetat Sigma-Aldrich ≥ 95% 
Ammoniumacetat (NH4OAc) Fluka
® BioUltra 
Ammoniumpersulfat (APS) BIO-RAD Elektrophorese 
5-Azidopentansäure (APA) Sigma-Aldrich ≥ 97% 
Bromphenolblau Sigma-Aldrich  
Coomassie Brilliantblau G-250 BIO-RAD Elektrophorese 
Diammoniumhydrogencitrat Fluka® BioUltra, ≥ 99% 
N,N-Dimethylformamid (DMF) Sigma-Aldrich wasserfrei, ≥ 99,8% 
Dimethylsulfoxid (DMSO) VWR 99,7% 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich sterilfiltriert, ≥ 99,7%  
Dulbecco’s MEM Biochrom AG  
Elektrolyt-Infusionslösung 153 Serumwerk 
Bernburg AG 
 
Erbitux® Merck Serono 5 mg/ml 
Essigsäure Sigma-Aldrich ≥ 99,7% 
Essigsäure Merck Suprapur 
Ethidiumbromid AppliChem Stammlsg. 1% 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Fluka ≥ 99% 
FBS Superior (FKS) Biochrom AG  
Glycerol Sigma-Aldrich Molekularbiologie 
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Glycin Sigma-Aldrich Elektrophorese, ≥ 99% 
HiMarkTM Pre-Stained High Molecular 
Weight Protein Standard 
Invitrogen  
4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-
ethansulfonsäure (HEPES) 
Sigma-Aldrich ≥ 99,5% 
3-Hydroxypicolinsäure (3-HPA) Fluka® zur Analyse, ≥ 99% 
IEF Anode Buffer (50×) Invitrogen  
IEF Markers 3-10 SERVA Liquid Mix SERVA  
IEF pH 3-10 Cathode Buffer (10×) Invitrogen  
IEF pH 3-10 Sample Buffer (2×) Invitrogen  
S-2-(4-Isothiocyanatobenzyl)-1,4,7-
triazacyclononan-1,4,7-triessigsäure (p-
SCN-Bn-NOTA) 
Macrocyclics  
Kaliumchlorid Fisher zur Analyse 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Merck wasserfrei, Suprapur
® 
Laemmli Sample Buffer BIO-RAD  
4-Maleinimidbutansäure-N-
hydroxysuccinimid-ester (GMBS) 
Fluka® ≥ 98% 
2-Mercaptoethanol BIO-RAD Elektrophorese 
Methanol Fisher für HPLC 
2-Morpholino-ethansulfonsäure-
monohydrat (MES Monohydrat) 
Fluka® BioUltra 
Natriumchlorid Fluka® zur Analyse, ≥ 99,5% 
Natriumchlorid Merck Suprapur®, 99,99% 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Sigma-Aldrich Elektrophorese 
Natriumhydrogencarbonat  Sigma-Aldrich BioXtra, ≥ 99,5% 
di-Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Fluka
® wasserfrei, Trace-
SELECT®, ≥ 99,999% 
Natriumhydroxid Lachema Zur Analyse 
Natriumhydroxid Monohydrat Merck Suprapur®, 99,99% 
Oligonucleotide Calibration Standard Bruker  
Penicillin/Streptomycin Biochrom AG  
RPMI 1640 Medium Biochrom AG  
Salzsäure (HCl) Merck 30%, Suprapur® 
Sinapinsäure Fluka® Ultra pure, ≥ 99,5% 
Tetramethylethylendiamin (TEMED) BIO-RAD Elektrophorese 
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Triethylamin (TEA) Sigma-Aldrich zur Analyse, ≥ 99,5% 
Trifluoressigsäure Merck für Spektroskopie 
Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP) Sigma-Aldrich BioUltra, ≥ 98% 
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
(TRIS) 
Sigma-Aldrich Ultrapur, ≥ 99,9% 
Trypsin/EDTA Solution (10×) Biochrom AG  
Wasser, entionisiert (H2O)  18,2 MΩ 
Xylencyanol Sigmal-Aldrich für Molekularbiologie 
 
 
6.1.2 Puffergemische und Lösungen 
 
Tabelle 11: Verwendete Puffer und deren Zusamensetzung 
Puffer Zusammensetzung 
  
50 mM Ammoniumacetat-
puffer  
3,854 g NH4OAc 
9,045 g NaCl  (0,9%) 
mit Essigsäure auf pH = 6,0 einstellen und auf 1 l mit 
H2O auffüllen 
  
0,5 M HEPES-Puffer 5,957 g HEPES 
mit 1M NaOH auf pH = 7,2 einstellen und auf 50 ml 
mit H2O auffüllen 
  
6 × Ladepuffer 2 mg Xylencyanol 
2 mg Bromphenolblau 
500 µl Glycerol 
0,58 mg Na2EDTA×2H2O 
in 1 ml H2O 
  
PBS (10 ×) 4,0 g KCl  
4,0 g KH2PO4
  
160 g NaCl  
21 g Na2HPO4  
mit H2O auf 1 l auffüllen   
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Phosphatpuffer A: KH2PO4 
B: Na2HPO4  
C: NaCl (0,9%) 
pH = 6,0: 7,987 g (A) + 1,136 g (B) + 9,145 g (C) 
mit H2O auf 1 l auffüllen 
pH = 6,0: 399,4 mg (A) + 56,83 mg (B) + 0,4523 g (C) 
pH = 7,0: 177 mg (A) + 288,9 mg (B) + 0,4523 g (C) 
mit H2O auf 50 ml auffüllen  
  
0,5 M Phosphatpuffer 14,969 g KH2PO4 
2,129 g Na2HPO4 
29,22 g NaCl (0,9%) 
mit 30%iger NaOH auf pH = 6,0 einstellen und mit 
H2O auf 250 ml auffüllen 
  
Phosphatpuffer nach 
Sörensen 
A: KH2PO4 
B: Na2HPO4  
pH = 6,0: 399,4 mg (A) + 56,83 mg (B) 
pH = 7,0: 177 mg (A) + 288,9 mg (B) 
pH = 8,0: 24,96 mg (A) + 447,55 mg (B) 
mit H2O auf 50 ml auffüllen 
  
0,1 M MES-Puffer 1,0663 g MES-Monohydrat 
mit 1 M NaOH auf pH = 6,0 einstellen und auf 50 ml 
mit H2O auffüllen 
  
1M MES-Puffer 10,663 g MES-Monohydrat 
mit 30%iger NaOH auf pH = 6,0 oder pH = 7,0 
einstellen und auf 50 ml mit H2O auffüllen 
  
50 mM Natriumhydrogen-
carbonatpuffer 
4,2 g NaHCO3  
9,045 gNaCl 
mit 30%iger HCl auf pH = 6,4 einstellen und mit H2O 
auf 1 l auffüllen 
  
50 × TRIS-Acetat-EDTA-
Puffer (TAE) pH = 8,5 
121,1 g TRIS 
28,5 ml Essigsäure 
9,3 g EDTA 
auf 500 ml mit H2O auffüllen 
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1,5 M TRIS-HCl-Puffer 
pH = 8,8 
9,25 g TRIS  
mit 30%iger HCl auf pH = 8,8 einstellen und mit H2O 
auf 50 ml auffüllen 
  
0,5 M TRIS-HCl-Puffer 
pH = 6,8 
3 g TRIS 
mit 30%iger HCl auf pH = 6,8 einstellen und mit H2O 
auf 50 ml auffüllen 
  
Elektrodenpuffer 
10 × konzentriert, pH=8,3 
30,3 g TRIS 
144 g Glycin 
10 g SDS 
mit H2O auf 1 l auffüllen 
 
 
 
Tabelle 12: Verwendete Lösungen und deren Zusammensetzung 
Lösung Zusammensetzung 
  
DMEM-Nährmedium 90% Dulbecco’s MEM 
10% FBS Superior  
7,5 mM EDTA-Lösung 2,19 mg EDTA mit H2O auf 1 ml auffüllen 
Einfriermedium 90% FBS Superior 
10% DMSO 
3-HPA-Lösung (Matrix für 
Maldi-TOF-MS) 
45 mg 3-HPA in 900 µl MeCN/H2O 1:1 lösen 
10 mg Diammoniumhydrogencitrat in 100 µl H2O 
lösen und zur 3-HPA-Lösung geben 
Lysierlösung 2 g NaOH 
5 g SDS 
mit  H2O auf 500 ml auffüllen 
30%ige NaOH 28,886 g NaOH · H2O mit  H2O auf 50 ml auffüllen 
1 M NaOH 2,901 g NaOH · H2O mit  H2O auf 50 ml auffüllen 
RPMI-Nährmedium 90% RPMI 1640 Medium enthält 1% 
Penicillin/Streptomycin-Lösung 
10% FBS Superior 
10%ige SDS-Lösung 10 g SDS mit H2O auf 100 ml auffüllen 
1 M Salzsäure 5,31 ml 30%ige Salzsäure mit  H2O auf 50 ml 
auffüllen 
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0,1 M Sinapinsäure (Matrix 
für Maldi-TOF-MS) 
44,8 mg Sinspinsäure in 1998 µl MeCN/H2O 1:1 und 
2 µl TFA 
10%ige APS 50 mg APS mit H2O auf 500 μl auffüllen 
 
 
6.1.3 Synthetische L-Oligonukleotide 
 
  Die L-Oligonukleotid-Derivate 17mer-L-DNA-(0-20)kDa-PEG 1a-e und 17mer-c-L-DNA 
2 wurden durch den Kooperationspartner NOXXON Pharma AG (Berlin, Deutschland) 
als lyophilisierte Substanzen zur Verfügung gestellt. 
 
 
6.1.4 Radionuklide 
 
  Das Radiometallnuklid 68Ga wurde als [68Ga]GaCl3 aus einem 
68Ge/68Ga-Generator 
der Firma iThemba LABS (Faure, Südafrika) in 0,6 - 0,8 M HCl eluiert. Die 
Aktivitätskonzentration des Eluates lag je nach Alter des Generators in einem Bereich 
von 2 - 4 MBq/µl. Das Radiometallnuklid 64Cu wurde am Helmholtz-Zentrum Dresden-
Rossendorf durch eine 64Ni(p,n)64Cu-Kernreaktion an einem Cyclone® 18/9 der Firma 
IBA Molecular hergestellt. Bei der Übergabe lag das verwendete Radionuklid chemisch 
als Kupfer(II)-chlorid in 0,01 M HCl vor. Die Aktivitätskonzentration betrug 
≈ 7 - 11 MBq/µl. Trägerfreies [177Lu]LuCl3 (n.c.a.) in 0,04 M HCl wurde von der Isotope 
Technologies Garching GmbH (ITG, Garching, Deutschland) kommerziell erworben. 
Die Aktivitätskonzentration lag dabei in einem Bereich von 4,5 - 11 MBq/µl. Durch 
Messungen im 18F-Kanal des Aktivimeters Isomed 2000 wurden die  Aktivitäten der 
68Ga-, 64Cu- und 177Lu-markierten Substanzen bestimmt.  
 
 
6.1.5 Zellkulturen 
 
6.1.5.1 A431-Zelllinie 
 
  Die epidermoide Karzinom-Zelllinie A431 (ATCC®-Nr.: CRL-1555™) wurde aus dem 
Epithelgewebe einer 85-jährigen Frau isoliert und durch Giard et al. 1973 als 
Tumorzelllinie für die Forschung etabliert. Die Kultivierung der als adhärenten 
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Monolayer wachsenden Zelllinie erfolgte mit dem Nährmedium DMEM (Dulbecco’s 
Modified Eagle’s Medium). Zellbiologische Untersuchungen wurden an Zellen mit 
Passagennummern zwischen 7 und 29 durchgeführt.  
 
 
6.1.5.2 FaDu-Zelllinie 
 
  Die Plattenepithelkarzinomzellinie FaDu (ATCC®-Nr.: HTB-43™) wurde erstmalig 
1968 etabliert und stammt aus dem Hypopharynx eines 56 Jahre alten Mannes. Die 
Zelllinie wurde in RPMI 1640 Nährmedium (Rosswell Park Memorial Institute) kultiviert 
und war durch ein adhärentes Wachstum als Monolayer charakterisiert. Zellbiologische 
Untersuchungen wurden an Zellen mit Passagennummern zwischen 13 und 33 
durchgeführt.  
 
 
6.1.6 Tiermodelle 
 
  Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Tierversuche wurden durch das 
Regierungspräsidium Dresden genehmigt und entsprachen der deutschen 
Gesetzgebung. Sämtliche Experimente wurden an tumortragenden NMRI nu/nu 
Mäusen durchgeführt. Die Bereitstellung der Tiere erfolgte durch das Medizinisch-
Theoretische Zentrum (MTZ) der TU-Dresden. Die Transplantation der Tumore wurde 
im Alter von 6 - 8 Wochen durch subkutane Injektion von einer Million A431- oder 
FaDu-Zellen in den rechten Oberschenkel durchgeführt. Ab einer Tumorgröße von ca. 
110 mm3 wurden die Nacktmäuse für radiopharmakologische Untersuchungen 
eingesetzt. Die Applikation der Substanzen erfolgte dabei intravenös in die 
Schwanzvene der Versuchstiere. Vor der Injektion wurden die Proben mit Elektrolyt-
Infusionslösung 153 verdünnt. Alle In-vivo- Untersuchungen wurden unter Anästhesie 
mit Desfluran durchgeführt. 
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6.1.7 Geräte 
 
Tabelle 13: Verwendete Geräte, Typ und Hersteller 
Gerätebezeichnung Hersteller 
  
Analysenwaage, CPA225D Sartorius AG 
Aktivimeter, Isomed 2000 Nuklear-Medizintechnik Dresden 
Brutschrank, Hera Cell Heraeus 
Dünnschichtscanner, RITA Raytest 
Elektrophoresekammer, Agagel Standard Biometra® 
Elektrophoresekammer, Mini-PROTEAN® 3 cell BIO-RAD 
Elektrophoresekammer, XCell SureLockTM Invitrogen 
ESI-Massenspektrometer, Micromass Quattro Waters 
Gammacounter, Cobra II Packard Canberra 
Gefrierschrank, Forma 900 Series Thermo Scientific 
Geldokumentationssystem, stella Raytest 
Kernresonanzspektrometer, Varian Inova 400 Varian 
Lyophilisator, Alpha 1-4 Christ 
Magnetrührwerk, MR 3001 K Heidolph 
Maldi-TOF Massenspektrometer, Daltonic 
Autoflex II TOF/TOF 
Bruker Daltonic GmbH 
Mikroskop, Zeiss Axiovert 40CFL Zeiss 
pH-Elektrode, InLab® Micro Mettler Toledo 
pH-Messgerät, SevenEasy pH Mettler Toledo 
Photometer, Specord 50 Analytik Jena AG 
Photometer, Specord 210 Analytik Jena AG 
Photometer, Synergy HT Bio-Tek 
Pipetten, Proline® Electronic Biohit 
Pipetten, Reference Eppendorf 
Pipetten, Research® Plus Eppendorf 
Radioluminographie-Scanner, Fujix BAS 5000 Fujifilm Europe 
Schüttler, Inkubator 1000 Heidolph 
Schüttler, Unimax 1010 Heidolph 
Spannungsversorgung, PowerEase500 Invitrogen 
Spannungsversorgung, POWER PAC 300 BIO-RAD 
Sterilbank, Steril Gard ClassIIType A The Baker Company 
Thermomixer, 5436 Eppendorf 
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Thermomixer, comfort Eppendorf 
Ultraschallbad, SONOREX SUPER 10P Bandelin 
UV-Lampe, NU-6 KL Benda Konrad Laborgeräte 
Ultraviolettstrahler 
Vortexer, Genius3 IKA®-Werke 
Zellharvester Brandel 
Zellzählgerät, Casy® Model TT Schärfe System GmbH 
Zentrifuge (gekühlt), 5415 R Eppendorf 
Zentrifuge (gekühlt), Labofuge 400R Heraeus 
Zentrifuge, Mikro 12-24 Hettich 
Zentrifuge, miniSpin plus Eppendorf 
 
 
6.2 Analytische Methoden 
 
6.2.1 NMR-Spektroskopie 
 
  Kernresonanzspektren wurden mit einem 400 MHz Varian Inova 400 Spektrometer 
aufgenommen. Die Substanzproben wurden in deuterierten Lösungsmitteln gelöst. 
Wenn nicht anders angegeben wurden die Spektren bei Raumtemperatur 
aufgenommen. Die chemische Verschiebung der erhaltenen Signale wurde relativ zum 
Restprotonensignal oder Tetramethylsilan (TMS) als internem Standard in Einheiten 
der δ-Skala in ppm angegeben. Die in Klammern angegebenen Daten beinhalten die 
Multiplizität, Kopplungskonstanten, Integration und die Spezifikation des jeweiligen 
Signals. 1H-NMR-Spektren wurden bei 400 MHz aufgenommen.  
 
 
6.2.2 Massenspektrometrie 
 
6.2.2.1 ESI-MS 
 
  Massenspektrometrische Untersuchungen wurden an einem Micromass Tandem 
Quadropole Massenspektrometer durchgeführt. Massenspektren wurden dabei im 
positiven oder negativen ESI-Mode aufgenommen. Dazu wurden ca. 10-4 mol der 
Probe in 1,0 ml Methanol, Acetonitril oder Wasser gelöst und bei einer Flussrate von 
5 μl/min injiziert. 
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(6) 
6.2.2.2 Maldi-TOF 
 
  Die massenspektrometrischen Untersuchungen von 6a-e sowie Cetuximab, NOTA3-
C225 und NOTA3-C225-Malk wurden mit einem Daltonic Autoflex II TOF/TOF 
Massenspektrometer durchgeführt. Als Matrix zur Messung von 6a-e wurde 
3-Hydroxypicolinsäure (HPA) verwendet. Dazu wurde eine Lösung mit einer 
Konzentration von 50 mg/ml HPA in einem 1:1-Gemisch bestehend aus entionisiertem 
Wasser und Acetonitril hergestellt. Anschließend wurde diese Lösung im Verhältnis 
10:1 mit einer Diammoniumhydrogencitrat-Lösung (100 mg/ml) gemischt. Die 
Anaylsenproben wurden auf einem Edelstahlprobenträger präpariert indem zuerst 1 µl 
Matrixlösung und anschließend 1 µl einer 0,4 - 0,6 mM Stammlösung aufgegeben 
wurden und jeweils bei Raumtemperatur getrocknet wurde. Der Oligonukleotid-
Kalibrationsstandard bestehend aus einem 12/20/30mer wurde von Bruker kommerziell 
erworben. Zur Messung der Cetuximab-Derivate wurde als Matrix eine 0,1 M 
Sinapinsäurelösung in Acetonitril/Wasser 1:1 und 0,1Vol% TFA verwendet. Die 
Analysenproben wurden nach dem Double-Layer-Verfahren auf einem 
Edelstahlprobenträger präpariert. Als Analytmenge wurde 1 µl einer 0,1 - 0,7 mM 
Antikörper-Lösung aufgetragen. 
 
6.2.3 UV/Vis-Spektroskopie 
 
  UV/Vis-Messungen wurden an einem Specord 50 Spektrometer der Analytik Jena AG 
(Jena, Deutschland) unter Verwendung der Auswertesoftware WinASPECT 
durchgeführt. Es wurden Mikro-Quarzglasküvetten von Hellma mit einer Schichtdicke 
von 10 mm verwendet. Zur Konzentrationsbestimmung der Proben wurden diese in 
Reinstwasser gelöst. Dabei wurden die L-DNA-Derivate bei einer Wellenlänge von 
260 nm und die Cetuximab-Konjugate bei einer Wellenlänge von 280 nm gemessen. 
Anschließend wurde die Konzentration der Derivate mit Hilfe des Lambert-Beerschen-
Gesetzes E=ε×c×d bestimmt (E: Extinktion bei Wellenlänge λ, ε: Extinktionskoeffizient, 
c: Konzentration, d: Schichtdicke der Küvette). Durch Messung der Extinktion bei den 
Wellenlängen 260 nm und 280 nm konnte der Beladungsgrad der c-L-DNA 
konjugierten Cetuximab-Derivate NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 und NOTA3-C225-
(c-L-DNA)5 nach Gleichung (6) berechnet werden. 
 
n=
E280 nm×εC225 260 nm-E260 nm×εC225 280 nm
E260 nm×εDNA 280 nm-E280 nm×εDNA 260 nm
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6.2.4 Chromatographie 
 
6.2.4.1 Dünnschichtchromatographie (DC) 
 
  Für die Dünnschichtchromatographie wurden beschichtete Glasfaserplatten vom Typ 
iTLC-SA (Agilent, Santa Clara, USA) verwendet. Die Entwicklung der DC-Platten 
erfolgte vertikal in einer mit Laufmittel gesättigten Kammer. Die radioaktiven 
Substanzen wurden mit dem Dünnschichtscanner RITA der Firma Raytest 
(Straubenhardt, Deutschland) visualisiert.  
 
 
6.2.4.2 Hochleistungsflüssigchromatographie 
 
  HPLC-Analysen und -Reinigungen wurden an Anlagen von Knauer (Berlin, 
Deutschland) und Agilent (Santa Clara, USA) durchgeführt (Tabelle 14). Angaben zu 
den verwendeten Chromatographie-Säulen erfolgen bei den jeweiligen 
Synthesevorschriften. Die verwendeten Laufmittelsysteme und Methoden sind in 
Tabelle 15 zusammengestellt. 
 
Tabelle 14: Übersicht der verwendeten HPLC-Anlagen 
Anlage Spezifikation 
  
Knauer I Smartline 1000 Pumpe;  Smartline PDA 2800 UV/Vis-Detektor; 
ChromGate® V3.1.7 Software 
Knauer II WellChrom HPLC K-1001 Pumpe;  Differential-Refraktometer 298.00 
UV/Vis-Detektor; EuroChrom V3.05 Software 
Knauer III WellChrom HPLC K-1001 Pumpe; WellChrom DAD K-2700 UV/Vis-
Detektor; ChromGate® V3.1.7 Software 
Knauer IV Smartline 1000 Pumpe; Smartline 2500 UV/Vis-Detektor;  
Raytest, RAMONA-Aktivitätsdetektor; ChromGate® V3.1.7 Software 
Agilent Hewlett Packard Series 1100; Raytest, RAMONA-Aktivitätsdetektor 
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Tabelle 15: Übersicht der verwendeten Laufmittelsysteme für die analytische und präparative 
HPLC 
Methode Zusammensetzung 
  
Methode 1 10% Methanol (A) und 90% Methanol (B); jeweils 0,1Vol% Essigsäure 
Gradient A: 0 min 100%; 20 min 0% 
Methode 2 10% Methanol (A) und 90% Methanol (B); jeweils 0,1Vol% Essigsäure 
Gradient A: 0 min 100%; 30 min 0% 
Methode 3 10% Methanol (A) und 90% Methanol (B) 50 mM TEAA (pH = 6,3) 
Gradient A: 0 min 100%; 20 min 0% 
Methode 4 0% Acetonitril (A) und 70% Acetonitril (B); jeweils 50 mM TEAA 
(pH = 6,3) 
Gradient A: 0 min 100%; 20 min 40%; 25 min 0% 
Methode 5 0% Acetonitril (A) und 70% Acetonitril (B); jeweils 50 mM TEAA 
(pH = 6,3) 
Gradient A: 0 min 100%; 40 min 0% 
Methode 6 20 mM Tris/HCl (pH = 8,5) (A) und 1 M NaCl + 20 mM Tris/HCl 
(pH = 8,5) (B) 
Gradient A: 0 min 100%; 20 min 0% 
Methode 7 50 mM TEAA (pH = 6,3) (A) und Acetonitril (B) 
Gradient A: 0 min 100%; 20 min 0% 
Methode 8 50 mM TEAA (pH = 6,45) (A) und Acetonitril (B) 
Gradient A: 0 min 95%; 15 min 50%; 16 min 5%; 20 min 5% 
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6.3 Synthesevorschriften und analytische Daten  
 
6.3.1 Synthese von NOTA-Bn-thioharnstoff-ethylmaleinimid (5) 
 
[(2S)-(4-{[(2,5-Dioxo-2,5-dihydro-pyrrol-1-yl)ethyl-1-yl][aminothiocarbonyl]amino}-
benzyl)-1,4,7-triazacyclononan-1,4,7-triyl]triessigsäure (5) 
 
 
 
 
  
         C26H34N6O8S 
         M = 590,22 g/mol 
Arbeitsvorschrift: 
 
  Zu einer Lösung von p-SCN-Bn-NOTA×3HCl 3 (7,77 mg; 13,8 μmol) in 105 μl 
wasserfreiem DMF wurde Triethylamin (60,75 μmol; 6,15 mg; 8,5 μl) zugegeben. 
Anschließend wurde zu dieser Lösung das Trifluoracetatsalz des Maleinimids 4 
(15,75 μmol; 4,0 mg), welches in 105 μmol wasserfreiem DMF gelöst wurde, pipettiert. 
Das Gemisch wurde in einem Eppendorf-Thermomixer bei 26°C und 1200 min-1 
inkubiert. Nach einer Reaktionszeit von 2 h zeigte die Kontrolle mittels HPLC einen 
vollständigen Umsatz von 3. Als Nächstes wurde zum Reaktionsgemisch Essigsäure 
(369 μmol; 22,16 mg; 21,1 μl) gegeben und der Ansatz mittels HPLC getrennt. Die 
erhaltene Fraktion wurde in flüssigem Stickstoff eingefroren und der Methanolgehalt 
unter Eisbadkühlung im Stickstoffstrom reduziert. Das restliche Lösungsmittel wurde 
anschließend mit einem Lyophilisator entfernt. 
 
Ausbeute:   3,3 mg (41%); weißer Feststoff 
MS:    ESI+ m/z: 591 [M+H]+, 613 [M+Na]+ 
analytische HPLC:  Eurospher 100 C18, 5 μm, 4 × 250 mm; Methode 1; 1 ml/min; 
UV (220 nm); tR: 11,4 min 
präparative HPLC:  Eurospher 100 C18, 5 μm, 8 × 250 mm; Methode 2; 3 ml/min; 
UV (254 nm); tR: 14,5 min  
1H-NMR (400 MHz, D2O) δ (ppm): 2,92-4,03 (m, 23 H, H1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 16); 7,00 (s, 
2 H, H17, 18); 7,32 (d, 
3J = 7,6 Hz, 2 H, H13, 14); 7,51 (d, 
3J = 7,6 
Hz, 2 H, H11, 12) 
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6.3.2 Synthese der NOTA und DOTA funktionalisierten 17mer-L-DNA-
Verbindungen 
 
Allgemeine Synthesevorschrift NOTA-L-DNA-(0-20)kDa-PEG 6a-e 
 
 
 
 
 
      
Arbeitsvorschrift: 
 
  Zu 300 nmol einer Lösung 1a-e in 300 μl Phosphatpuffer (pH = 8,0) wurde 7,5 μmol 
(2,15 mg) TCEP×HCl, welches ebenfalls in 300 μl Phosphatpuffer (pH = 8,0) gelöst 
wurde, pipettiert, sodass sich ein pH-Wert von ca. 6,5 einstellte. Das 
Reaktionsgemisch wurde in einem Eppendorf-Thermomixer bei 26°C und 1000 min-1 
intensiv geschüttelt. Nach einer Reaktionszeit von 1 h zeigte die Kontrolle mittels HPLC 
einen vollständigen Umsatz von 1a-e. Anschließend wurden 30 μmol (4,3 mg) 
5-Azidopentansäure (APA) in 60 μl Phosphatpuffer (pH = 8,0) gelöst, zum 
Reaktionsansatz pipettiert und der pH-Wert mit 1 M NaOH auf 8 - 9 eingestellt. Dabei 
zeigte die einsetzende Gasblasenbildung den Beginn der Reaktion von nicht 
umgesetzten TCEP und APA. Das Reaktionsgemisch wurde für 4 h in einem 
Eppendorf-Thermomixer bei 26°C und 1000 min-1 intensiv geschüttelt bis keine 
Gasblasenbildung mehr zu erkennen war. Als nächstes wurde mit 1 M HCl der pH-
Wert des Reaktionsansatzes auf 6 eingestellt und 1,2 μmol (0,71 mg) 5, in 100 μl 
Phosphatpuffer (pH = 6,0) gelöst, zum Ansatz pipettiert. Das Reaktionsgemisch wurde 
über Nacht in einem Eppendorf-Thermomixer bei 26°C und 1000 min-1 intensiv 
geschüttelt. Anschließend wurden die Produkte 6a-e mittels HPLC isoliert. 
 
 
 
 
MPEG [g/mol]  = 0 2000 5000 10000 20000 
  6a 6b 6c 6d 6e 
M [g/mol] = 6294 8294 11294 16294 26294 
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NOTA-L-DNA-0kDa-PEG 6a 
 
Ausbeute:  191,5 nmol (64%); weißer Feststoff 
MS:   Maldi-TOF+ m/z: 6296 
HPLC: X BridgeTM OST C18, 2,5 μm, 4,6 × 50 mm; Methode 3; 
1,4 ml/min; UV (260 nm); tR: 5,4 min 
 
NOTA-L-DNA-2kDa-PEG 6b 
 
Ausbeute:  183,5 nmol (61%); weißer Feststoff 
MS:   Maldi-TOF+ m/z: 8267 
HPLC: X BridgeTM OST C18, 2,5 μm, 4,6 × 50 mm; Methode 4; 
1,4 ml/min; UV (260 nm); tR: 14,7 min 
 
NOTA-L-DNA-5kDa-PEG 6c 
 
Ausbeute:  168 nmol (56%); weißer Feststoff 
MS:   Maldi-TOF+ m/z: 11175 
HPLC: X BridgeTM OST C18, 2,5 μm, 4,6 × 50 mm; Methode 4; 
1,4 ml/min; UV (260 nm); tR: 17,6 min 
 
NOTA-L-DNA-10kDa-PEG 6d 
 
Ausbeute:  169 nmol (56%); weißer Feststoff 
HPLC: X BridgeTM OST C18, 2,5 μm, 4,6 × 50 mm; Methode 5; 
1,4 ml/min; UV (260 nm); tR: 22,8 min 
 
NOTA-L-DNA-20kDa-PEG 6e 
 
Ausbeute:  167 nmol (56%); weißer Feststoff 
HPLC: X BridgeTM OST C18, 2,5 μm, 4,6 × 50 mm; Methode 5; 
1,4 ml/min; UV (260 nm); tR: 24,4 min 
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DOTA-GA-L-DNA-10kDa-PEG 8d 
 
 
M = 16302 g/mol 
Arbeitsvorschrift: 
 
  Zu 300 nmol einer Lösung 1d in 300 μl Phosphatpuffer (pH = 8,0) wurde 7,5 μmol 
(2,15 mg) TCEP×HCl, welches ebenfalls in 300 μl Phosphatpuffer (pH = 8,0) gelöst 
wurde, pipettiert, sodass sich ein pH-Wert von ca. 6,5 einstellte. Das 
Reaktionsgemisch wurde in einem Eppendorf-Thermomixer bei 26°C und 1000 min-1 
intensiv geschüttelt. Nach einer Reaktionszeit von 2 h zeigte die Kontrolle mittels HPLC 
einen vollständigen Umsatz von 1d. Anschließend wurden 30 μmol (4,3 mg) 
5-Azidopentansäure (APA) in 60 μl Phosphatpuffer (pH = 8,0) gelöst, zum 
Reaktionsansatz pipettiert und der pH-Wert mit 1 M NaOH auf 8 - 9 eingestellt. Dabei 
zeigte die einsetzende Gasblasenbildung den Beginn der Reaktion von nicht 
umgesetztem TCEP und APA. Das Reaktionsgemisch wurde für 4 h in einem 
Eppendorf-Thermomixer bei 26°C und 1000 min-1 intensiv geschüttelt bis keine 
Gasblasenbildung mehr zu erkennen war. Als nächstes wurde mit 1 M HCl der 
pH-Wert des Reaktionsansatzes auf 6 eingestellt und 3 μmol (1,79 mg) 7, in 200 μl 
Phosphatpuffer (pH = 6,0) gelöst, zum Ansatz pipettiert. Das Reaktionsgemisch wurde 
über Nacht in einem Eppendorf-Thermomixer bei 26°C und 1000 min-1 intensiv 
geschüttelt. Anschließend wurden das Produkt 8d mittels HPLC isoliert. 
 
Ausbeute:  165 nmol (55%); weißer Feststoff 
HPLC: X BridgeTM OST C18, 2,5 μm, 4,6 × 50 mm; Methode 5; 
1,4 ml/min; UV (260 nm); tR: 22,2 min 
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6.3.3 Synthese konjugierter Cetuximab-Derivate 
 
NOTA3-C225 
 
 
 
 
 
 
         
Mber. ≈ 153350 g/mol 
 
Arbeitsvorschrift: 
 
  8 ml Erbitux®-Infusionslösung (40 mg; 263,2 nmol) wurde mit ca. 55 ml 50 mM 
NaHCO3-Puffer (pH = 6,4; enthält 0,9% NaCl) verdünnt. Unter Verwendung eines 
JumbosepTM Größenausschlusskonzentrators (30 kDa) wurde der Infusionspuffer 
durch Zentrifugieren (2500 min-1, 60 min, 10°C) ausgetauscht. Dieser Vorgang wurde 
fünfmal wiederholt. Es wurden ca. 6 ml C225-Lösung erhalten, die anschließend mit 
einem MacrosepTM Größenausschlusskonzentrator (30 kDa) auf ca. 3,5 ml eingeengt 
wurden (2500 min-1, 60 min, 10°C). Im nächsten Schritt wurde die Cetuximab-Lösung 
mit 0,5 M HEPES-Puffer (pH = 7,2) auf ein Volumen von 6890 μl aufgefüllt und 
27,3 mg p-SCN-Bn-NOTA×3HCl 3 (48,7 μmol), welches in 2000 μl 0,5 M HEPES-
Puffer (pH = 7,2) gelöst war, zum Reaktionsansatz pipettiert (molares Verhältnis 
NOTA/C225 = 185:1), sodass sich ein pH-Wert von 6,9 einstellte. Das 
Reaktionsgemisch wurde bei Raumtemperatur über einen Zeitraum von 22 h unter 
gelegentlichem manuellen Schwenken stehen gelassen. Anschließend wurde die 
Reaktionslösung in einen JumbosepTM Größenausschlusskonzentrator (30 kDa) 
überführt, mit ca. 55 ml 50 mM NaHCO3-Puffer (pH = 6,4; enthält 0,9% NaCl) verdünnt 
und nicht umgesetztes p-SCN-Bn-NOTA 3 durch Zentrifugieren (2500 min-1, 60 min, 
10°C) entfernt. Dieser Vorgang wurde fünfmal wiederholt. Dabei wurden ca. 6 ml C225-
NOTA3-Lösung erhalten, die anschließend mit einem Macrosep
TM 
Größenauschlusskonzentrator (30 kDa) auf ca. 1 ml eingeengt wurde (2500 min-1, 
80 min, 10°C). 
 
Ausbeute:  260 nmol (99%); farblose Lösung 
MS:   Maldi-TOF+ m/z: 155000 
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IEF:   pI = 7,8 - 8,4 
Analytische HPLC: YMC-BioPro QA-F, 5 μm, 4,6 × 100 mm; Methode 6; 1 ml/min;  
UV (220 nm); tR: 5,1 min 
 
 
Allgemeine Synthesevorschrift zur Darstellung von NOTA3-C225-Malk 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
NOTA3-C225-Mal8 / NOTA3-C225-Mal33 
      Mber. ≈ 154840 g/mol / 158330 g/mol 
 
Arbeitsvorschrift: 
 
  Zu ca. 1 ml NOTA3-C225-Lösung (100,5 nmol) in 50 mM NaHCO3-Puffer (pH = 6,4; 
enthält 0,9% NaCl) wurde soviel Phosphatpuffer (pH = 7,0; enthält 0,9% NaCl) 
gegeben, dass sich ein Endvolumen von 3350 μl ergab. Anschließend wurden zur 
Reaktionslösung 50 μl einer Lösung von 4-Maleinimidbutansäure-N-hydroxysuccinimid-
ester (9) (0,28 mg; 1005 nmol / 1,41 mg; 5025 nmol) in DMSO pipettiert. Das 
Reaktionsgemisch wurde bei Raumtemperatur über einen Zeitraum von 5 h unter 
gelegentlichem manuellen Schwenken stehen gelassen. Anschließend wurde die 
Reaktionslösung in einen JumbosepTM Größenausschlusskonzentrator (30 kDa) 
überführt, mit ca. 55 ml Phosphatpuffer (pH = 6,0; enthält 0,9% NaCl) verdünnt und 
nicht umgesetzter 4-Maleinimidbutansäure-N-hydroxysuccinimid-ester mittels 
Zentrifugal-Filtration (2500 min-1, 60 min, 10°C) entfernt. Dieser Vorgang wurde fünfmal 
wiederholt. Dabei wurden ca. 6 ml NOTA3-C225-Malk-Lösung erhalten, die 
anschließend mit einem MacrosepTM Größenauschlusskonzentrator (30 kDa) auf ca. 
2 ml eingeengt wurde (2500 min-1, 80 min, 10°C). 
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NOTA3-C225-Mal8  
 
Ausbeute:  100 nmol (99%); farblose Lösung 
MS:   Maldi-TOF+ m/z: 156460 
IEF:   pI = 5,9 - 7,3 
Analytische HPLC: YMC-BioPro QA-F, 5 μm, 4,6 × 100 mm; Methode 6; 1 ml/min;  
UV (220 nm); tR: 5,9 min 
 
NOTA3-C225-Mal33 
 
Ausbeute:  100 nmol (99%); farblose Lösung 
MS:   Maldi-TOF+ m/z: 160120 
IEF:   pI = 4,6 - 5,2 
Analytische HPLC: YMC-BioPro QA-F, 5 μm, 4,6 × 100 mm; Methode 6; 1 ml/min;  
UV (220 nm); tR: 7,9 min 
 
 
Allgemeine Synthesevorschrift zur Darstellung von NOTA3-C225-(c-L-DNA)n 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 /  NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 
      Mber. ≈ 162600 g/mol / 185200 g/mol 
 
Arbeitsvorschrift: 
 
  1000 nmol / 2000 nmol (5,4 mg / 10,8 mg) 17mer-c-L-DNA 2 wurde in ca. 
310 μl / 620 μl Phosphatpuffer (pH = 8,0) gelöst. Anschließend wurden 25,0 μmol / 
50 μmol (7,2 mg / 14,4 mg) TCEP×HCl in 610 μl / 1230 μl Phosphatpuffer (pH = 8,0) 
gelöst und zum Reaktionsansatz pipettiert, sodass sich ein pH-Wert zwischen 5 - 6 
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einstellte. Gegebenenfalls musste der pH-Wert mit 1 M NaOH nachjustiert werden. Das 
Reaktionsgemisch wurde in einem Eppendorf-Thermomixer bei 26°C und 1000 min-1 
intensiv geschüttelt. Nach einer Reaktionszeit von 1 h zeigte die Kontrolle mittels HPLC 
einen vollständigen Umsatz von 17mer-c-L-DNA 2. Anschließend wurden 
100 μmol / 200 μmol (14,3 mg / 28,6 mg) 5-Azidopentansäure (APA) in 200 μl / 400 μl 
Phosphatpuffer (pH = 8,0) gelöst, zum Reaktionsansatz pipettiert und der pH-Wert mit 
1 M NaOH auf 8 - 9 eingestellt. Dabei zeigte die einsetzende Gasblasenbildung den 
Beginn der Reaktion von nicht umgesetzten TCEP und APA. Das Reaktionsgemisch 
wurde für 4 h in einem Eppendorf-Thermomixer bei 26°C und 1000 min-1 intensiv 
geschüttelt, bis keine Gasblasenbildung mehr zu erkennen war. Als Nächstes wurde 
mit 1 M HCl der pH-Wert des Reaktionsansatzes auf 6 eingestellt. Anschließend wurde 
das Reaktionsgemisch zu ca. 2 ml einer Lösung von NOTA3-C225-Malk 
(100 nmol / 100 nmol) in Phosphatpuffer (pH = 6,0; enthält 0,9% NaCl) pipettiert, 
sodass sich ein Endvolumen von ca. 4 ml / 4,5 ml ergab. Der Reaktionsansatz wurde 
bei Raumtemperatur über Nacht unter gelegentlichem manuellen Schwenken stehen 
gelassen. Im nächsten Schritt wurde die Reaktionslösung in einen JumbosepTM 
Größenausschlusskonzentrator (30 kDa) überführt, mit ca. 55 ml Ammonium-
acetatpuffer (50 mM; pH = 6,0; enthält 0,9% NaCl) verdünnt und nicht umgesetzte 
17mer-c-L-DNA 2 mittels Zentrifugal-Filtration (2500 min-1, 60 min, 10°C) entfernt. 
Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt. Um auf der Antikörper-Oberfläche 
unspezifisch gebundene 17mer-c-L-DNA 2 zu entfernen, wurden zur Lösung ca. 55 ml 
0,5 M Phosphatpuffer (pH = 6,0), welcher 2 M NaCl enthielt, gegeben, einmal 
zentrifugiert (2500 min-1, 60 min, 10°C), mit Phosphatpuffer wieder aufgefüllt und über 
Nacht bei Raumtemperatur stehen gelassen. Anschließend wurde der Überstand 
mittels Zentrifugal-Filtration (2500 min-1, 60 min, 10°C) auf ca. 6 ml eingeengt, zweimal 
mit ca. 55 ml 0,5 M Phosphatpuffer (pH = 6,0; enthält 2 M NaCl) gewaschen und 
zentrifugiert. Als Nächstes wurde die Antikörper-Lösung mit ca. 55 ml 
Ammoniumacetatpuffer (50 mM; pH = 6,0; enthält 0,9% NaCl) verdünnt und 
Phosphatpuffer bzw. nicht umgesetzte 17mer-c-L-DNA 2 mittels Zentrifugal-Filtration 
(2500 min-1, 60 min, 10°C) entfernt. Dieser Vorgang wurde fünfmal wiederholt. Dabei 
wurden ca. 6 ml an NOTA3-C225-(c-L-DNA)n-Lösung erhalten, welche anschließend 
mit einem MacrosepTM Größenauschlusskonzentrator (30 kDa) auf ca. 1,4 ml 
eingeengt wurde (2500 min-1, 80 min, 10°C). 
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NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5  
 
Ausbeute:  88,1 nmol (88%); farblose Lösung 
IEF:   pIBande1: 5,2 - 5,5; pIBande2: 6,2 - 6,7 
Analytische HPLC: YMC-BioPro QA-F, 5 μm, 4,6 × 100 mm; Methode 6; 1 ml/min;  
UV (220 nm); tR1: 6,1 min; tR2: 9,1 min; tR3: 10,3 min; tR3: 11,1 min 
 
NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 
 
Ausbeute:  89,8 nmol (90%); farblose Lösung 
IEF:   pI: 4,8 - 5,3 
Analytische HPLC: YMC-BioPro QA-F, 5 μm, 4,6 × 100 mm; Methode 6; 1 ml/min;  
UV (220 nm); tR: 9,7 - 13,6 min 
 
 
6.3.4 Radiochemische Synthesen 
 
6.3.4.1 68Ga-Radiomarkierungen 
 
Allgemeine Markierungsvorschrift [68Ga]Ga-NOTA-L-DNA-(0-20)kDa-PEG 
[68Ga]Ga6a-e 
 
 
 
 
 
 
 
 
Arbeitsvorschrift: 
 
  Zu einer Lösung von NOTA-L-DNA-(0-20)kDa-PEG 6a-e (2 nmol) in 1 M MES-Puffer 
pH = 7,0 wurde 100 - 130 MBq [68Ga]GaCl3-Lösung gegeben. Damit sich im 
Reaktionsansatz ein pH-Wert von ca. 5 einstellt, wurde das Volumen an 1 M MES-
Puffer nach folgender Formel berechnet: VPuffer = VEluat × 1,065. Anschließend wurde 
der Reaktionsansatz 35 min bei 60°C und 600 min-1 in einem Eppendorf-Thermomixer 
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geschüttelt. Als Nächstes wurde ein Äquivalent des Reaktionsansatzes (1,5 µl) in 40 µl 
0,1 M MES-Puffer pH = 6,0 pipettiert und ca. 1 µl EDTA-Lösung (c = 0,075 nmol/µl) 
zugegeben, um nicht komplexiertes [68Ga]Ga3+ als ([68Ga]Ga-EDTA)- zu binden. Nach 
einer Reaktionszeit von 10 min wurde der Reaktionsansatz mittels HPLC auf eine 
vollständige Komplexierung von [68Ga]GaCl3 überprüft. 
 
[68Ga]Ga-NOTA-L-DNA ([68Ga]Ga6a) 
 
analytische HPLC: X BridgeTM OST C18, 2,5 μm, 4,6 × 50 mm; Methode 7; 
1,4 ml/min; Radioaktivitätsdetektor; tR: 4,6 min 
RCA: ≥ 99% (d.c.) 
RCR (HPLC): ≥ 99% 
Aeff, spez: 60,8 GBq/µmol (entspricht 9,7 MBq/µg, d.c.) 
 
[68Ga]Ga-NOTA-L-DNA-2kDa-PEG ([68Ga]Ga6b) 
 
analytische HPLC: X BridgeTM OST C18, 2,5 μm, 4,6 × 50 mm; Methode 7; 
1,4 ml/min; Radioaktivitätsdetektor; tR: 7,5 min 
RCA: ≥ 99% (d.c.) 
RCR (HPLC): ≥ 99% 
Aeff, spez: 51,2 GBq/µmol (entspricht 6,2 MBq/µg, d.c.) 
 
[68Ga]Ga-NOTA-L-DNA-5kDa-PEG ([68Ga]Ga6c) 
 
analytische HPLC: X BridgeTM OST C18, 2,5 μm, 4,6 × 50 mm; Methode 7; 
1,4 ml/min; Radioaktivitätsdetektor; tR: 8,8 min 
RCA: ≥ 99% (d.c.) 
RCR (HPLC): ≥ 99% 
Aeff, spez: 50,6 GBq/µmol (entspricht 4,5 MBq/µg, d.c.) 
 
[68Ga]Ga-NOTA-L-DNA-10kDa-PEG ([68Ga]Ga6d) 
 
analytische HPLC: X BridgeTM OST C18, 2,5 μm, 4,6 × 50 mm; Methode 7; 
1,4 ml/min; Radioaktivitätsdetektor; tR: 9,3 min 
RCA: ≥ 99% (d.c.) 
RCR (HPLC): ≥ 99% 
Aeff, spez: 54 GBq/µmol (entspricht 3,3 MBq/µg, d.c.) 
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[68Ga]Ga-NOTA-L-DNA-20kDa-PEG ([68Ga]Ga6e) 
 
analytische HPLC: X BridgeTM OST C18, 2,5 μm, 4,6 × 50 mm; Methode 7; 
1,4 ml/min; Radioaktivitätsdetektor; tR: 9,9 min 
RCA: ≥ 99% (d.c.) 
RCR (HPLC): ≥ 99% 
Aeff, spez: 61,5 GBq/µmol (entspricht 2,3 MBq/µg, d.c.) 
 
 
6.3.4.2 64Cu-Radiomarkierungen 
 
Allgemeine Markierungsvorschrift [64Cu]Cu-NOTA-L-DNA-(0-20)kDa-PEG 
([64Cu]Cu6a-e) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Arbeitsvorschrift für zellbiologische Untersuchungen: 
 
  Zu einer Lösung von NOTA-L-DNA-(0-20)kDa-PEG 6a-e (0,5 nmol) in 30 μl 1 M MES-
Puffer pH = 6,0 wurde ca. 10 - 11 MBq [64Cu]CuCl2-Lösung gegeben. Anschließend 
wurde der Reaktionsansatz 35 min bei 60°C und 600 min-1 in einem Eppendorf-
Thermomixer geschüttelt. Als Nächstes wurde zum Reaktionsansatz 1,33 µl EDTA-
Lösung (c = 0,075 nmol/µl; 1 nmol) gegeben, um nicht komplexiertes [64Cu]Cu2+ als 
([64Cu]Cu-EDTA)2- zu binden. Nach einer Reaktionszeit von 10 min wurde der 
Reaktionsansatz mittels HPLC auf eine vollständige Komplexierung von [64Cu]CuCl2 
überprüft. 
 
 [64Cu]Cu-NOTA-L-DNA ([64Cu]Cu6a) 
 
analytische HPLC: X BridgeTM OST C18, 2,5 μm, 4,6 × 50 mm; Methode 7; 
1,4 ml/min; Radioaktivitätsdetektor; tR: 4,6 min 
RCA: 98% 
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RCR (HPLC): 98% 
Aeff, spez: 20 GBq/µmol (entspricht 3,2 MBq/µg) 
 
 
[64Cu]Cu-NOTA-L-DNA-2kDa-PEG ([64Cu]Cu6b) 
 
analytische HPLC: X BridgeTM OST C18, 2,5 μm, 4,6 × 50 mm; Methode 7; 
1,4 ml/min; Radioaktivitätsdetektor; tR: 7,5 min 
RCA: 98,9% 
RCR (HPLC): 98,9% 
Aeff, spez: 20,4 GBq/µmol (entspricht 2,5 MBq/µg) 
 
[64Cu]Cu-NOTA-L-DNA-5kDa-PEG ([64Cu]Cu6c) 
 
analytische HPLC: X BridgeTM OST C18, 2,5 μm, 4,6 × 50 mm; Methode 7; 
1,4 ml/min; Radioaktivitätsdetektor; tR: 8,8 min 
RCA: 95% 
RCR (HPLC): 95% 
Aeff, spez: 19,7 GBq/µmol (entspricht 1,7 MBq/µg) 
 
[64Cu]Cu-NOTA-L-DNA-10kDa-PEG ([64Cu]Cu6d) 
 
analytische HPLC: X BridgeTM OST C18, 2,5 μm, 4,6 × 50 mm; Methode 7; 
1,4 ml/min; Radioaktivitätsdetektor; tR: 9,3 min 
RCA: 95% 
RCR (HPLC): 95% 
Aeff, spez: 19,6 GBq/µmol (entspricht 1,2 MBq/µg) 
 
[64Cu]Cu-NOTA-L-DNA-20kDa-PEG ([64Cu]Cu6e) 
 
analytische HPLC: X BridgeTM OST C18, 2,5 μm, 4,6 × 50 mm; Methode 7; 
1,4 ml/min; Radioaktivitätsdetektor; tR: 10,1 min 
RCA: ≥ 99% 
RCR (HPLC): ≥ 99% 
Aeff, spez: 20,7 GBq/µmol (entspricht 0,8 MBq/µg) 
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Arbeitsvorschrift für In-vivo-Studien: 
 
  Zu einer Lösung von 6d (4,5 nmol) in 240 μl 0,1 M MES-Puffer pH = 6,0 wurde ca. 
180 MBq [64Cu]CuCl2-Lösung gegeben und in einem Eppendorf-Thermomixer bei 60°C 
und 600 min-1 intensiv geschüttelt. Nach einer Reaktionszeit von 35 min wurde zum 
Reaktionsansatz 6 µl EDTA-Lösung (c = 0,75 nmol/µl; 4,5 nmol) gegeben, um nicht 
komplexiertes [64Cu]Cu2+ als ([64Cu]Cu-EDTA)2- zu binden. Nach Reaktionskontrolle 
mittels HPLC wurde das Reaktionsgemisch in einen Amicon® Ultra Zentrifugal Filter 
(10 kDa) überführt, auf ca. 550 µl mit Phosphatpuffer pH = 7,0 aufgefüllt und bei 
14500 min-1 10 min zentrifugiert. Zur Reinigung des Produktgemisches wurde dieser 
Vorgang viermal wiederholt. Es wurde ca. 125 µl Refiltrat erhalten. 
 
[64Cu]Cu-NOTA-L-DNA-10kDa-PEG ([64Cu]Cu6d) 
 
analytische HPLC: X BridgeTM OST C18, 2,5 μm, 4,6 × 50 mm; Methode 7; 
1,4 ml/min; Radioaktivitätsdetektor; tR: 9,3 min 
RCA: 73,4% 
RCR (HPLC): ≥ 99% 
Aeff, spez: 36,7 GBq/µmol (entspricht 2,3 MBq/µg) 
 
 
Allgemeine Markierungsvorschrift [64Cu]Cu-NOTA3-C225 und [
64Cu]Cu-NOTA3-
C225-(c-L-DNA)n 
 
Arbeitsvorschrift: 
 
  In einem Protein LoBind-Reaktionsgefäß wurde in 50 µl 0,1 M MES-Puffer pH = 6,0 
eine Lösung von NOTA3-C225 bzw. NOTA3-C225-(c-L-DNA)n (1,6 nmol; in 50 mM 
NH4OAc-Puffer pH = 6,0 und 0,9% NaCl) pipettiert. Im nächsten Schritt wurde zu 
einem Äquivalent von ca. 100 MBq [64Cu]CuCl2-Lösung in 0,01 M HCl zu gleichen 
Volumenanteilen 1 M MES-Puffer pH = 6,0 gegeben. Anschließend wurde das 
gepufferte Eluat zum Reaktionsansatz addiert, gelegentlich manuell geschwenkt und 
35 min bei 30°C in einem Eppendorf-Thermomixer stehen gelassen ohne zu schütteln. 
Nachdem zum Reaktionsansatz 8,53 µl EDTA-Lösung (c = 0,075 nmol/µl; 6,4 nmol) 
gegeben wurde, um nicht komplexiertes [64Cu]Cu2+ als ([64Cu]Cu-EDTA)2- zu binden, 
wurde nach einer Reaktionszeit von 10 min das Produktgemisch mittels Radio-DC auf 
eine vollständige Komplexierung von [64Cu]CuCl2 überprüft. 
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[64Cu]Cu-NOTA3-C225 
 
Radio-DC:  Rf = 0 (0,9% NaCl, iTLC-SA) 
SDS-Page:  siehe Kapitel 4.4.3.2 auf Seite 67 
RCA:   ≥ 98% 
RCR (HPLC): ≥ 98% 
Aeff, spez: 61,0 GBq/µmol (entspricht 0,4 MBq/µg) 
 
[64Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 
 
Radio-DC:  Rf = 0 (0,9% NaCl, iTLC-SA) 
SDS-Page:  siehe Kapitel 4.4.3.2 auf Seite 67 
RCA:   ≥ 98% 
RCR (HPLC): ≥ 98% 
Aeff, spez: 58,1 GBq/µmol (entspricht 0,36 MBq/µg) 
 
[64Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 
 
Radio-DC:  Rf = 0 (0,9% NaCl, iTLC-SA) 
SDS-Page:  siehe Kapitel 4.4.3.2 auf Seite 67 
RCA:   ≥ 98% 
RCR (HPLC): ≥ 98% 
Aeff, spez: 55,6 GBq/µmol (entspricht 0,3 MBq/µg) 
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6.3.4.3 177Lu-Radiomarkierungen 
 
[177Lu]Lu-DOTA-GA-L-DNA-10kDa-PEG [177Lu]Lu8d 
 
 
 
Arbeitsvorschrift 
 
  Zu einer Lösung von 8d (4,5 nmol) in 200 μl 0,1 M MES-Puffer pH = 6,0 wurde ca. 
670 MBq [177Lu]LuCl3-Lösung gegeben und in einem Eppendorf-Thermomixer bei 80°C 
und 800 min-1 intensiv geschüttelt. Nach einer Reaktionszeit von 35 min wurde zum 
Reaktionsansatz 4,5 µl DTPA-Lösung (c = 1,0 nmol/µl; 4,5 nmol) gegeben, um nicht 
komplexiertes [177Lu]Lu3+ als ([177Lu]Lu-DTPA)2- zu binden. Nach Reaktionskontrolle 
mittels HPLC wurde das Reaktionsgemisch in einen Amicon® Ultra Zentrifugal Filter 
(10 kDa) überführt, auf ca. 550 µl mit Phosphatpuffer pH = 7,0 aufgefüllt und bei 
14500 min-1 10 min zentrifugiert. Zur Reinigung des Produktgemisches wurde dieser 
Vorgang zweimal wiederholt. Es wurde ca. 225 µl Refiltrat erhalten. 
 
analytische HPLC: X BridgeTM OST C18, 2,5 μm, 4,6 × 50 mm; Methode 7; 
1,4 ml/min; Radioaktivitätsdetektor; tR: 9,0 min 
RCA: 78,5% 
RCR (HPLC): ≥ 99% 
Aeff, spez: 143 GBq/µmol (entspricht 8,8 MBq/µg) 
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6.4 Biologisch-chemische Methoden 
 
6.4.1 Schmelzpunktbestimmung 
 
  Die Schmelzpunktbestimmungen der Hybride 1a-e/2, NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5/ 
1a-e, NOTA3-C225-(c-L-DNA)5/1a-e und NOTA3-C225-(c-L-DNA)5/6a-e wurden an 
einem UV/Vis-Spekrometer des Typs Specord 210 der Analytik Jena AG (Jena, 
Deutschland) durchgeführt. Dazu wurde das UV/Vis-Spektrometer mit einem 
peltiertemperierbaren Küvettenhalter ausgestattet. Es wurden Quarzglasküvetten von 
Hellma mit einer Schichtdicke von 10 mm verwendet, in welche oberhalb des 
Strahlenganges ein Temperaturfühler in die Messlösung eintauchte. Zur Bestimmung 
der Schmelzpunkte wurden die zu untersuchenden L-DNA-Derivate 1a-e, 2 und 6a-e in 
0,9%iger NaCl-Lösung gelöst und eine Konzentration von 0,3 - 0,6 mM eingestellt. Die 
jeweils komplementären L-DNA-Stränge wurden in einer Quarzglasküvette im 
äquimolaren Verhältnis gemischt und mit 0,9%iger NaCl-Lösung auf ein Endvolumen 
von 2,5 ml eingestellt (c ≈ 2,3 µM). Bei den Schmelzpunktbestimmungen mit den 
beiden Cetuximab-Derivaten NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 und NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 
wurden die komplementären L-DNA-Stränge äquimolar zum Modifikationsgrad des 
Antikörpers zugegeben (cC225 ≈ 0,3 - 0,7 µM). Die Quarzglasküvette wurde zunächst 
innerhalb von 5 min auf 95°C erhitzt und anschließend mit 5°C/min auf 5°C abgekühlt. 
Zur anschließenden Schmelzpunktbestimmung wurde die Küvette mit einer Heizrate 
von 2°C/min auf einen Endwert von 95°C erhitzt. Dabei wurde die Änderung der 
Absorption bei 260 nm in Abhängigkeit der Temperatur von der Software WinASPECT 
gemessen und aufgezeichnet. Aus dem Maximum der ersten Ableitung des 
Kurvenverlaufs wurden anschließend die Schmelzpunkte der jeweiligen Hybride 
bestimmt. 
  
6.4.2 Gelelektrophorese 
 
6.4.2.1 Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
 
  Für die Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden SDS-Polyacrylamidgele mit einem 
5%igen Sammelgel und einem 6%igen Trenngel verwendet. Die Zusammensetzung 
der Gele ist in Tabelle 16 dargestellt. Die Auftrennung der Proben erfolgte in der 
Elektrophoresekammer Mini-PROTEAN® 3 cell von BIO-RAD (Hercules, USA) bei 
150 V über einen Zeitraum von 40 min. Als Molmassenmarker wurde der HiMarkTM 
Experimenteller Teil 
––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
 
169  
Pre-Stained High Molecular Weight Protein Standard (InvitrogenTM, Carlsbad, USA) 
aufgetragen. Die Banden der Antikörper-Derivate bzw. des Molmassenmarkers wurden 
nach der Färbung mit Coomassie Brillantblau mit Hilfe eines 
Geldokumentationssystems (stella) aufgenommen. Die Auswertung der radioaktiven 
Substanzen erfolgte mittels Radioluminographie (Fujix BAS 5000). Dabei richtete sich 
die Expositionszeit nach der Impulsrate der Proben. Die digitale Auswertung erfolgte 
mit dem Programm AIDA. 
 
Tabelle 16: Zusammensetzung der SDS-Gele für die Page 
Zusammensetzung 
  
6%iges Trenngel 1,125 ml Acrylamid 40% (19:1) 
4,78 ml entionisiertes Wasser 
1,5 ml TRIS-HCl-Puffer (pH=8,8) + 50 μl SDS (10%) 
+ 82,5 μl APS (10%) + 5 μl TEMED 
  
5%iges Sammelgel 0,188 ml Acrylamid 40% (19:1) 
0,975 ml entionisiertes Wasser 
0,3 ml TRIS-HCl-Puffer (pH=6,8) + 25 μl SDS (10%) 
+ 37,5 μl APS (10%) + 2,5 μl TEMED 
 
 
6.4.2.2 Agarosegelelektrophorese 
 
  Zur Durchführung der Agarosegelelektrophorese wurden 2%ige Agarosegele 
verwendet, welche aus UltraPureTM Agarose (InvitrogenTM, Carlsbad, USA) hergestellt 
wurden. Die Auftrennung der Proben der In-vitro-Hybridisierungsexperimente (siehe 
Kapitel 6.4.4.1, Seite 172) erfolgte in einer horizontalen Elektrophoresekammer von 
Biometra® (Agagel Standard mit Kühlung, Göttingen, Deutschland) bei 120 V. 
Substanzabhängig betrug die Elektrophoresedauer der Messreihen mit [64Cu]Cu6a 
60 min und mit [64Cu]Cu6b-d 90 min. Als Molmassenmarker  wurde der 1 Kb Plus 
DNA Ladder (InvitrogenTM, Carlsbad, USA) verwendet. Zur Anfärbung der Banden der 
aufgetragenen Probengemische und des Molmassenmarkers wurden die Gele in einer 
Ethidiumbromidlösung (5 mg Ethidiumbromid auf 1 l Wasser) inkubiert und 
anschließend mit einer kommerziell erhältlichen Digitalkamera bei 254 nm visualisiert. 
Die optische Darstellung der radioaktiven Substanzen erfolgte mittels 
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Radioluminographie (Fujix BAS 5000). Mit dem Software-Programm AIDA wurden die 
Autoradiogramme digital ausgewertet.  
 
 
6.4.2.3 Isoelektrische Fokussierung (IEF) 
 
  Die Isoelektrische Fokussierung (IEF) wurde mit kommerziell erhältlichen pH-
Gradientengelen der Firma Invitrogen (Novex® pH 3 - 10 IEF Gel, Carlsbad, USA) 
durchgeführt. Die Auftrennung der Proben erfolgte in einer vertikalen 
Elektrophoresekammer von Invitrogen (Carlsbad, USA) der Serie XCell SureLockTM. 
Dabei wurde die Elektrophoresekammer mit folgendem Programm betrieben: 100 V 
konstant für 1 h, 200 V konstant für 1 h und 500 V für 30 min. Als Standard wurde der 
IEF Marker 3 - 10 SERVA Liquid Mix (Serva, Heidelberg, Deutschland) verwendet. Die 
Banden der Antikörper-Derivate bzw. des IEF Markers wurden nach der Färbung mit 
Coomassie Brillant Blau mit Hilfe eines Geldokumentationssystems (stella) 
aufgenommen. 
 
 
6.4.3 Zellkultur 
 
6.4.3.1 Auftauen und Anzüchten von kryokonservierten Zellen 
 
  Zum Auftauen der in flüssigen Stickstoff gelagerten Zellen wurde ein entsprechendes 
Kryoröhrchen in einem auf 37°C temperiertem Wasserbad solange erwärmt bis ein 
kleiner Eiskristallrest von 1 - 2 mm Durchmesser übrig blieb. Anschließend wurden die 
Zellen in ca. 9 ml kaltem, sterilen, der Zelllinie entsprechendem Wachstumsmedium 
resuspendiert und zentrifugiert (5 min, 2500 min-1). Danach wurde der Überstand 
entfernt, das Pellet in ca. 7 ml frischem Medium resuspendiert und so in eine 25 cm2 
Zellkulturflasche überführt. Zur Entfernung von DMSO-Resten und abgestorbener 
Zellkompartimente erfolgte einen Tag nach Aussaat ein Mediumwechsel. 
 
 
6.4.3.2 Kryokonservierung von Zelllinien 
 
  Zur Kryokonservierung wurden die Zellen zunächst mit Trypsin behandelt (siehe 
Kapitel 6.4.3.3, 171) und in einem entsprechendem Volumen Medium resuspendiert. 
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Nach der Zellzahlbestimmung (siehe Kapitel 6.4.3.4, Seite 171) wurde die Suspension 
fünf Minuten bei 4°C und 2500 min-1 zentrifugiert. Das dabei erhaltene Zellpellet wurde 
anschließend in Einfriermedium mit einer Zelldichte von 0,5 - 1×107 Zellen/ml 
resuspendiert. Als nächstes wurden 1 ml Aliquote in vorgekühlte, sterile Kryoröhrchen 
pipettiert und in einer mit Isopropanol gefüllten Einfrierbox bei -80°C für 24 h im 
Gefrierschrank aufbewahrt. Zur Langzeitlagerung wurden die Röhrchen in einen 
Kryobehälter mit flüssigem Stickstoff überführt. 
 
 
6.4.3.3 Subkultivierung 
 
  Sobald die adhärent wachsende Zellkultur ca. 80% Konfluenz aufwies, wurde diese 
passagiert. Dies geschah in Abhängigkeit der Wachstumsgeschwindigkeit und der 
Aussaatzelldichte der jeweiligen Zellkultur ein- bis zweimal pro Woche.  
  Vor Beginn der Subkultivierung wurde das Wachstumsmedium, der PBS-Puffer und 
die Trypsinlösung in einem Wasserbad auf 37°C temperiert. Anschließend wurde von 
der Zellkultur das Wachstumsmedium abgesaugt, dreimal mit PBS gewaschen und der 
Monolayer mit Trypsinlösung überschichtet (ca. 1 ml für 75 cm2 Flaschen). Nach einer 
Inkubationszeit von fünf Minuten bei 37°C im Brutschrank wurden die Zellen durch 
vorsichtiges Abklopfen von der Oberfläche gelöst und die Enzymreaktion durch Zugabe 
von einigen Millilitern serumhaltigen Mediums gestoppt. Nach dem Vereinzeln der 
Zellen durch Homogenisieren mit einer Pipette, wurde die Zellsuspension in ein 
Zentrifugenröhrchen überführt und fünf Minuten bei 2500 min-1 zentrifugiert. 
Anschließend wurde der Überstand abgesaugt und das Pellet in einem definierten 
Volumen frischen Mediums resuspendiert. Daraus wurde ein Aliquot zur 
Zellzahlbestimmung entnommen (siehe Kapitel 6.4.3.4, Seite 171). Als nächstes wurde 
die gewünschte Zellzahl in die Kulturgefäße überführt und mit frischem Medium 
aufgefüllt (Aussaat 75 cm2 Flaschen FaDu: 2 - 3×106 Zellen; A431: 2×106 Zellen). 
 
 
6.4.3.4 Zellzahlbestimmung 
 
  Zellzahlbestimmungen wurden mit dem elektronischen Zellzählgerät Casy® Model TT  
der Schärfe System GmbH (Reutlingen, Deutschland) durchgeführt. Die Zellen wurden, 
wie in Abschnitt 6.4.3.3 auf Seite 171 beschrieben, zur Subkulitivierung vorbereitet. 
Anschließend wurden 100 µl (bei hohen Zellzahlen 10 µl) in 10 ml Casyton inkubiert 
Experimenteller Teil 
––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
 
172  
und die Zellzahl automatisch am Gerät bestimmt. Dabei wurde die Zellzahl in total/ml, 
vital/ml und vital (%) ausgegeben. 
 
 
6.4.3.5 Herstellung von Zellhomogenat 
 
  Zur Herstellung von aufgeschlossenen Zellmembranen wurden die Zellen unter nicht 
sterilen Bedingungen mittels Potter-Verfahren homogenisiert. Dazu wurde von der 
Zellkultur das Wachstumsmedium abgesaugt, dreimal mit PBS gewaschen und die 
Zellen in 5 ml Medium abgeschabt. Anschließend wurden die Zellen in einem 
eisgekühlten Potter-Glasgefäß mit dem passenden Pistill durch etwa 20 wiederholte 
Auf- und Abbewegungen homogenisiert. Nachdem das Homogenat fünf Minuten bei 
1000 min-1 zentrifugiert und der Überstand entfernt wurde, wurde das Pellet in einem 
definierten Volumen frischen Mediums resuspendiert. Daraus wurde ein Aliquot zur 
Proteinbestimmung entnommen. 
 
 
6.4.4 Hybridisierungs- und Bindungsassays 
 
6.4.4.1 In-vitro-Hybridisierungsuntersuchungen 
 
  Zur Vorbereitung der In-vitro-Hybridisierungsuntersuchungen wurden 0,02 nmol des 
Cetuximab-Derivates NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 in 50 µl Phosphatpuffer pH = 7,0 
(enthält 0,9% NaCl) bzw. 50 µl humanem Vollblut verdünnt. Anschließend wurden die 
NOTA-L-DNA-Derivate 6a-d, wie in Kapitel 6.3.4.2 auf Seite 163 beschrieben, mit 64Cu 
markiert. Jedes Experiment bestand aus zehn Reaktionsansätzen mit 
unterschiedlichen molaren Anteilen an [64Cu]Cu6a-d bezogen auf die Stoffmenge an 
Antikörper-Derivat. Nach einer Reaktionszeit von 15 min in einem Eppendorf 
Thermoschüttler bei 37°C und 300 min-1 wurden Aliquote zur Analyse mittels 
Agarosegelelektrophorese (siehe Kapitel 6.4.2.2, Seite 169) abgenommen. Die 
Reaktionsansätze in humanem Vollblut wurden vor der Probenahme 5 min bei 
2000 min-1 zur Abtrennung der zellulären Fraktion zentrifugiert.  
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6.4.4.2 Kompetitionsassay an Zellhomogenat 
 
  Für die Durchführung eines Kompetitionsassays wurden gepotterte Zellhomogenate 
der Karzinomzelllinien FaDu oder A431 verwendet. Die Resuspendierung des 
Zellpellets erfolgte in 4680 µl Medium. Zur Zellhomogenaternte am Zellharvester 
(Brandel) wurden Glasfaserfilter (GF/B) verwendet, die mindestens 90 min in einer 
0,3%igen Polyethyleniminlösung (PEI) inkubierten. Der Radiostandard [64Cu]Cu-
NOTA3-C225 (siehe Kapitel 6.3.4.2) wurde im Wachstumsmedium auf eine 
Konzentration von 0,5 nM eingestellt. Anschließend wurden die Zellhomogenate bei 
konstanter Konzentration des Radiostandards mit unterschiedlichen Konzentrationen 
an unmarkiertem Cetuximab, NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 oder NOTA3-C225-(c-L-DNA)5  
(Kompetitoren) auf einem Schüttler bei 40 min-1 inkubiert. Das Pipettierschema ist in 
Abbildung 81 dargestellt. Dazu wurde eine Verdünnungsreihe des Kompetitors in 
einem Konzentrationsbereich von 0,8 pM - 5 µM hergestellt. Nach einer Reaktionszeit 
von einer Stunde wurde das Zellhomogenat mit Hilfe des Zellharvesters geerntet, 
ungebundener Radiostandard durch viermaliges Waschen des Filters mit eiskaltem 
PBS entfernt und die Aktivitäten der einzeln ausgestanzten Filtereinheiten im 
Gammacounter gemessen. Im Kompetitionsassay wurde neben der Gesamtbindung 
(GB) und der durch die Kompetitorkonzentration bestimmten Bindung auch die 
Filterbindung bestimmt (FB). Die Berechnung der Inhibitionskonstanten (Ki-Werte), als 
Maß für die Affinität des Liganden zum EGFR, und die graphische Darstellung der 
Kurvenverläufe wurde mit Hilfe der Daten- und Analysesoftware GraphPad Prism 
ermittelt. Unter Angabe der Dissoziationskonstanten (KD-A431 = 0,47 ± 0,10 nM, 
KD-FaDu = 0,10 ± 0,03 nM [221]) sowie der Konzentration des Radiostandards erfolgte 
die Kurvenanpassung mittels einer nichtlinearen Regressionsanalyse. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FB: 160 µl Medium + 40 µl Radiostandard 
 
GB: 156 µl Zellsuspension + 4 µl PBS-Puffer + 40 µl Radiostandard 
 
Kompetition: 156 µl Zellsuspension + 4 µl Kompetitor + 40 µl Radio-  
      standard 
GB FB Kompetition 
1 2 3 4 5 6 7 8 
Abbildung 81: Pipettierschema eines Kompetitionsassays zur Bestimmung der Affinität der 
unmarkierten Cetuximab-Derivate 
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6.4.4.3 Sättigungsbindungsstudien an intakten Zellen 
 
  Die Zelllinien A431 und FaDu wurden auf je acht 24-Loch-Zellkulturplatten ausgesät. 
Dabei betrug die Aussaatzelldichte der A431-Zelllinie 100.000 Zellen/Loch*ml. Die für 
den Versuch angestrebte Konfluenz von 80 - 90% wurde nach einem Tag erreicht. Die 
Aussaatzelldichte der FaDu-Zelllinie betrug 40.000 Zellen/Loch*ml, die nach ca. vier 
Tagen eine Konfluenz von 80 - 90% aufwies. 
 
  Die Cetuximab-Derivate [64Cu]Cu-NOTA3-C225, [
64Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 
und [64Cu]Cu-NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 wurden zur Durchführung von Sättigungs-
bindungsstudien eingesetzt. Dabei wurden die Zellen mit unterschiedlichen 
Konzentrationen an markiertem Antikörper-Konjugat inkubiert. Zur Bestimmung der 
unspezifischen Bindung (UB) wurden parallel Proben zusätzlich mit einem 100fachen 
Überschuss an nativem Cetuximab versetzt. Die Probenahme erfolgte jeweils 0,5, 1,0, 
4,0 und 24 h nach der Antikörper-Zugabe. Zu jedem Messzeitpunkt wurden zwei 
Zellkulturplatten eingesetzt. Wie anhand des in Abbildung 82 dargestellten 
Pipettierschemas zu erkennen ist, diente Reihe 1 zur Bestimmung des Nulleffekts 
(NE), die Reihen 2 - 9 zur Messung der Gesamtbindung (GB) und die Reihen 10 - 12 
zur Ermittlung der UB. Zu Beginn des Versuches wurde aus den Reihen 10 - 12 der 
Zellkulturplatten das Wachstumsmedium entfernt und die Zellen mit einer 10 µM 
Cetuximab-Stammlösung (in Wachstumsmedium, 2,5 nmol/Loch Cetuximab) im 
Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 für 3,5 h inkubiert. Anschließend wurde aus den 
Markierungsansätzen Verdünnungsreihen mit Konzentrationen von 50, 25, 10, 5, 1, 
0,5, 0,1, und 0,01 nM (Verdünnungsreihe 1 = VR1) bzw. 100, 2 und 0,02 nM 
(Verdünnungsreihe 2 = VR2) hergestellt. Nachdem das Wachstumsmedium von den 
Reihen 2 - 9 entfernt wurde, erfolgte die Inkubation der Zellen gemäß dem in Abbildung 
82 dargestellten Pipettierschema. Bis zum jeweiligen Messzeitpunkt wurden die Zellen 
im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 gelagert. Im nächsten Schritt wurden die 
Antikörper-Lösungen von den Zellen entfernt, dreimal mit je 0,5 ml/Loch PBS 
gewaschen und 0,5 ml/Loch Lysierlösung (1%ige SDS-Lösung in 0,1 M NaOH) 
zugegeben. Nach 30 min intensiven Schüttelns erfolgte die Probenahme sowohl zur 
Bestimmung der Impulsrate im Gammacounter (siehe Kapitel 6.4.4.7) als auch zur 
Proteinbestimmung (siehe Kapitel 6.4.4.6). Mit Hilfe der Daten- und Analysesoftware 
GraphPad Prism wurden die Kurvenverläufe graphisch dargestellt und die 
Dissoziationskonstanten (KD-Werte) der einzelnen Derivate berechnet.  
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6.4.4.4 Pretargeting-Bindungsstudien 
 
  Die Karzinomzelllinien A431 und FaDu wurden auf je drei 24-Loch-Zellkulturplatten 
ausgesät. Dabei betrug die Aussaatzelldichte der A431-Zelllinie 75.000 Zellen/Loch*ml. 
Die für den Versuch angestrebte Konfluenz von 60 - 80% wurde nach einem Tag 
erreicht. Die Aussaatzelldichte der FaDu-Zellinie betrug 25.000 Zellen/Loch*ml, die 
nach ca. vier Tagen eine Konfluenz von 60 - 80% aufwies.  
 
  Am Versuchstag wurden die verwendeten Antikörper-Derivate NOTA3-C225-
(c-L-DNA)1,5 und NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 mit dem Wachstumsmedium auf eine 4 nM 
Lösung verdünnt. Die Zellen wurden für eine Stunde mit 0,5 ml (0,002 nmol/Loch) 
Antikörper-Stammlösung (siehe Pipettierschema Abbildung 83) im Brutschrank bei 
37°C und 5% CO2 inkubiert. Als Nächstes wurden die markierten L-DNA-Derivate 
[64Cu]Cu6a-e mit Wachstumsmedium auf eine 20 nM Lösung verdünnt. Anschließend 
wurde die Antikörper-Lösung von den Zellkulturplatten entfernt, dreimal mit je 
0,5 ml/Loch PBS gespült und mit 0,5 ml/Loch (0,01 nmol/Loch) [64Cu]Cu6a-e-Lösung 
5 min auf einem Thermoschüttler bei 37°C inkubiert (siehe Pipettierschema Abbildung 
83). Im nächsten Schritt wurden die [64Cu]Cu6a-e-Lösungen von den Zellkulturplatten 
entfernt, dreimal mit je 0,5 ml/Loch PBS gespült und 0,5 ml/Loch Lysierlösung (1%ige 
SDS-Lösung in 0,1 M NaOH) zugegeben. Nach 30 min intensiven Schüttelns erfolgte 
die Probenahme sowohl zur Bestimmung der Impulsrate im Gammacounter (siehe 
Kapitel 6.4.4.7) als auch zur Proteinbestimmung (siehe Kapitel 6.4.4.6). 
 
 
 
 
Abbildung 82: Pipettierschema einer Sättigungsbindungstudie 
0 0,01 0,1 0,5 1,0 5,0 10 25 50 0,01 1,0 25 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
GB: 500 µl VR1 NE UB: 250 µl 10 µM C225-Lsg. + 250 µl VR2 
absolute Konzentration 
an markiertem C225-Derivat 
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6.4.4.5 Internalisierungs-Bindungsstudien  
 
  Die Karzinomzelllinien A431 und FaDu wurden auf je zehn 24-Loch-Zellkulturplatten 
ausgesät. Dabei betrug die Aussaatzelldichte der A431-Zelllinie 
100.000 Zellen/Loch*ml. Die für den Versuch angestrebte Konfluenz von 60 - 80% 
wurde nach ca. einem Tag erreicht. Die Aussaatzelldichte der FaDu-Zellinie betrug 
25.000 Zellen/Loch*ml, die nach ca. drei Tagen eine Konfluenz von 60 - 80% aufwies.  
 
  Am Versuchstag wurden die verwendeten Antikörper-Derivate NOTA3-C225-
(c-L-DNA)1,5 und NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 mit dem Wachstumsmedium auf eine 4 nM 
Lösung bei Verwendung der Zelllinie FaDu bzw. auf eine 40 nM Lösung bei der 
Verwendung der Zelllinie A431 verdünnt. Die Zellen wurden eine Stunde mit 
0,5 ml/Loch (A431: 0,02 nmol/Loch; FaDu: 0,002 nmol/Loch) Antikörper-Stammlösung 
(siehe Pipettierschema Abbildung 84) im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. 
Als Nächstes wurden die L-DNA-Derivate [68Ga]Ga6a und [68Ga]Ga6d mit 
Wachstumsmedium auf eine 20 nM Lösung bei Verwendung der FaDu-Zelllinie bzw. 
eine 40 nM Lösung bei Verwendung der A431-Zelllinie verdünnt. Anschließend wurden 
die Antikörper-Lösungen nach Abbildung 84 von den Reihen B und D abgesaugt, 
dreimal mit PBS gewaschen und 0,5 ml/Loch frisches Wachstumsmedium zugegeben. 
Zu den Messzeitpunkten 1 h, 4 h, 24 h, 48 h und 72 h nach Antikörper-Aufgabe wurden 
jeweils zwei Zellkulturplatten verwendet. Dabei wurde als erstes das 
Wachstumsmedium von den Zellkulturplatten entfernt, dreimal mit je 0,5 ml/Loch PBS 
gespült und mit 0,5 ml/Loch (A431: 0,02 nmol/Loch; FaDu: 0,01 nmol/Loch) 
[68Ga]Ga6a und [68Ga]Ga6d fünf Minuten auf einem Thermoschüttler bei 37°C 
inkubiert. Im nächsten Schritt wurden die [68Ga]Ga6a- und [68Ga]Ga6d-Lösungen von 
den Zellkulturplatten entfernt, dreimal mit je 0,5 ml/Loch PBS gespült und 0,5 ml/Loch 
NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 
NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 
[
64
Cu]Cu6b [
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Cu]Cu6a 
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[
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Cu]Cu6a 
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Cu]Cu6d [
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64
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Abbildung 83: Pipettierschema einer Pretargeting-Bindungsstudie 
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Lysierlösung (1%ige SDS-Lösung in 0,1 M NaOH) zugegeben. Nach 30 min intensiven 
Schüttelns erfolgte die Probenahme sowohl zur Bestimmung der Impulsrate im 
Gammacounter (siehe Kapitel 6.4.4.7) als auch zur Proteinbestimmung (siehe Kapitel 
6.4.4.6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6.4.4.6 Bicinchoninsäure-Assay (BCA) zur Proteinbestimmung 
 
  Zur Bestimmung des Proteingehaltes wurde der Pierce® BCA™ Assay Kit der Firma 
Pierce Biotechnology (Waltham, USA) verwendet. Die Absorptionsmessungen wurden 
an einem Photometer (Synergy HT) bei einer Wellenlänge von 562 nm durchgeführt. 
Für die Berechnung des Proteingehaltes der Proben anhand einer Kalibriergeraden 
wurde ausgehend von einer BSA-Stammlösung mit einer Konzentration von 400 µg/ml 
eine Verdünnungsreihe mit den Abstufungen 200 µg/ml, 100 µg/ml, 50 µg/ml, 25 µg/ml, 
12,5 µg/ml und 0 µg/ml hergestellt. Anschließend wurden jeweils 25 µl der 
Proteinstandardreihe sowie der zu untersuchenden Proben als Doppelbestimmung auf 
eine Mikrotiterplatte (96-Loch) pipettiert. Zur Herstellung der lichtempfindlichen 
Arbeitslösung wurden die im Kit enthaltenen Lösungen A und B im Verhältnis 49:1 
gemischt. Nach Pipettieren von 200 µl/Loch, wurden die Mikrotiterplatten 30 min bei 
37°C im Trockenschrank bei Dunkelheit inkubiert und anschließend der Proteingehalt 
am Photometer quantifiziert. 
 
 
6.4.4.7 Gammacounter 
 
  Die Aktivitäten der einzelnen Proben bzw. Standardsubstanzen wurden mit einem 
Auto-Gammacounter (Cobra II) der Firma Packard Canberra (Schwadorf, Österreich) 
bestimmt. Die Zerfallskorrektur wurde über Datum und Uhrzeit eingestellt und die 
gemessenen Werte in counts per minute (cpm) ausgegeben. Bei den Bindungs-Assays 
Abbildung 84: Pipettierschema einer Internalisierungs-Bindungsstudie 
NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 
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(8) 
wurden nach der Inkubation jeweils 250 µl des Zellrückstandes bzw. 500 µl der 
Standardsubstanzen in ein Reagenzglas überführt und entsprechend ihrer Reihenfolge 
in die Ständer des Gammacounters einsortiert und gemessen. 
 
 
6.4.5 Metabolitenanalytik 
 
  Die metabolische Stabilität von [64Cu]Cu6d wurde in einer männlichen Wistar-Ratte 
untersucht. Arterielle Blut- bzw. Urinproben (1, 5, 10, 20, 30, 60 und 120 min p.i.) 
wurden zentrifugiert, im erhaltenen Überstand Plasma-Proteine mittels einer 60%igen 
Acetonitril-Lösung ausgefällt und der Niederschlag nach Zentrifugation in Form eines 
Pellets entfernt. Anschließend wurde der Überstand mittels Radio-HPLC analysiert 
(HPLC-Säule: Zorbax C18 300SB 9,4 × 250 mm, 4 µm; Methode 8; 2 ml/min; 30°C). 
 
 
6.4.6 Bioverteilungsuntersuchungen 
 
  In acht tumortragende A431 NMRI nu/nu Mäuse (Tumorgewicht 1,1 ± 0,3 g) wurden 
4 nmol NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 intravenös appliziert. Nach einem Zeitraum von 24 h 
wurden die Tiere mit Desfluran anästhesiert und es erfolgte die Injektion von ca. 1 nmol 
[64Cu]Cu6d. Die Tiere wurden 24 h nach der Injektion der radioaktiv markierten 
Substanz mittels Herzpunktion unter Desfluran-Anästhesie getötet. Ausgewählte 
Organe wurden entnommen, gewogen und deren Aktivitätsgehalt in einem 
Gammastrahlenmessgerät quantifiziert. Die gemessenen Aktivitätswerte wurden zur 
eingesetzten Aktivitätsmenge normalisiert und standardisierte Werte (SUV) nach 
folgender Gleichung berechnet: 
 
𝑆𝑈𝑉 =
𝐴𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡ä𝑡𝑂𝑟𝑔𝑎𝑛 × 𝐺𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡𝑔𝑒𝑤𝑖𝑐ℎ𝑡
𝐺𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡𝑎𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡ä𝑡 × 𝑂𝑟𝑔𝑎𝑛𝑔𝑒𝑤𝑖𝑐ℎ𝑡
 
 
  Die Berechnung der Aktivitätsmenge im Urin erfolgte durch Subtraktion der 
Aktivitätsmengen in den einzelnen Organen und dem Resttier von der gesamt 
injizierten Aktivität. 
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6.4.7 Positronen-Emissions-Tomographie (PET) 
 
  In-vivo-Untersuchungen des direkt markierten Antikörpers [64Cu]Cu-NOTA3-C225-
(c-L-DNA)1,5 und des Pretargeting-Systems bestehend aus NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5, 
[68Ga]Ga6a-e sowie [64Cu]Cu6d wurden an tumortragenden A431 und FaDu NMRI 
nu/nu Mäusen durchgeführt. Bei der Durchführung von Pretargeting-Studien erfolgte 
die Applikation von NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 24 h vor der Injektion der radioaktiv 
markierten Komponenten. Alle Substanzen wurden unter Desfluran-Anästhesie in die 
Schwanzvene der Versuchstiere injiziert. Für die PET-Aufnahmen wurde das Gerät 
Concord MicroPET® P4 (CTI Molecular Imaging, Siemens Medical Solutions, Erlangen, 
Deutschland) verwendet. Während der PET-Analyse bekamen die Tiere eine 
Inhalationsnarkose mit Desfluran. Die PET-Untersuchungen setzen sich dabei aus 
dynamischen Messungen während der ersten 120 min und statischen Messungen zu 
späteren Messzeitpunkten zusammen. Die Auswertung  der  Daten erfolgte mit der 
Analysesoftware Rover von der ABX GmbH (Radeberg, Deutschland). 
 
 
6.4.8 Single-Photonen-Emissions-Tomographie (SPECT) 
 
  SPECT-Untersuchungen wurden an einem NanoSPECT Gerät der Firma Bioscan 
Europe (Dijon, Frankreich) durchgeführt. Die Applikation von NOTA3-C225-
(c-L-DNA)1,5 erfolgte 24 h vor der Injektion von [
177Lu]Lu8d über die Schwanzvene 
unter Desfluran-Anästhesie. Während der SPECT-Analyse bekamen die Tiere eine 
Inhalationsnarkose mit Desfluran. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der 
Analysesoftware Rover von der ABX GmbH (Radeberg, Deutschland). 
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7 Anhang 
 
7.1 Originaldaten 
 
7.1.1 Schmelzkurven 
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Abbildung A 1: Schmelzkurven der L-DNA-(0-20)kDa-PEG/NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5-Hybride  
in 0,9%iger NaCl-Lösung 
 
Abbildung A 2: Schmelzkurven der L-DNA-(0-20)kDa-PEG/NOTA3-C225-(c-L-DNA)5-Hybride  
in 0,9%iger NaCl-Lösung 
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7.1.2 Gelelektrophorese und Autoradiographie 
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Abbildung A 3: Schmelzkurven der NOTA-L-DNA-(0-20)kDa-PEG/NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5-
Hybride in 0,9%iger NaCl-Lösung 
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Abbildung A 4: Agarosegelelektrophorese der stoffmengenabhängigen Hybridisierung 
von NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 mit [
64
Cu]Cu6a in Phosphatpuffer, pH = 7,0 (2%iges Gel), 
A: UV-Abbildung des Gels nach Färbung mit Ethidiumbromid, B: Autoradiogramm des 
Gels, aufgetragene Proben in den Laufbahnen: (1) 1 Kb Plus DNA Ladder; 
Hybridisierungsansätze (NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5/[
64
Cu]Cu6a) in den Stoffmengen-
verhältnissen: (2) 1:0,1; (3) 1:0,25; (4) 1:0,5; (5) 1:1; (6) 1:1,2; (7) 1:1,5; (8) 1:2; (9) 1:5; 
(10) 1:10; (11) 1:15; (12) [
64
Cu]Cu6a 
 
A B 
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Abbildung A 5: Agarosegelelektrophorese der stoffmengenabhängigen Hybridisierung 
von NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 mit [
64
Cu]Cu6b in Phosphatpuffer, pH = 7,0 (2%iges Gel), 
A: UV-Abbildung des Gels nach Färbung mit Ethidiumbromid, B: Autoradiogramm des 
Gels, aufgetragene Proben in den Laufbahnen: (1) 1 Kb Plus DNA Ladder; 
Hybridisierungsansätze (NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5/[
64
Cu]Cu6b) in den Stoffmengen-
verhältnissen: (2) 1:0,1; (3) 1:0,25; (4) 1:0,5; (5) 1:1; (6) 1:1,2; (7) 1:1,5; (8) 1:2; (9) 1:5; 
(10) 1:10; (11) 1:15; (12)  [
64
Cu]Cu6b 
 
Abbildung A 6: Agarosegelelektrophorese der stoffmengenabhängigen Hybridisierung 
von NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 mit [
64
Cu]Cu6c in Phosphatpuffer, pH = 7,0 (2%iges Gel), 
A: UV-Abbildung des Gels nach Färbung mit Ethidiumbromid, B: Autoradiogramm des 
Gels, aufgetragene Proben in den Laufbahnen: (1) 1 Kb Plus DNA Ladder; 
Hybridisierungsansätze (NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5/[
64
Cu]Cu6c) in den Stoffmengen-
verhältnissen: (2) 1:0,1; (3) 1:0,25; (4) 1:0,5; (5) 1:1; (6) 1:1,2; (7) 1:1,5; (8) 1:2; (9) 1:5; 
(10) 1:10; (11) 1:15; (12) [
64
Cu]Cu6c 
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Abbildung A 7: Agarosegelelektrophorese der stoffmengenabhängigen Hybridisierung 
von NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 mit [
64
Cu]Cu6d in Phosphatpuffer, pH = 7,0 (2%iges Gel), 
A: UV-Abbildung des Gels nach Färbung mit Ethidiumbromid, B: Autoradiogramm des 
Gels, aufgetragene Proben in den Laufbahnen: (1) 1 Kb Plus DNA Ladder; 
Hybridisierungsansätze (NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5/[
64
Cu]Cu6d) in den Stoffmengen-
verhältnissen: (2) 1:0,1; (3) 1:0,25; (4) 1:0,5; (5) 1:1; (6) 1:1,2; (7) 1:1,5; (8) 1:2; (9) 1:5; 
(10) 1:10; (11) 1:15; (12)  [
64
Cu]Cu6d 
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Abbildung A 8: Agarosegelelektrophorese der stoffmengenabhängigen Hybridisierung 
von C225 mit [
64
Cu]Cu6a in Phosphatpuffer, pH = 6,0 (2%iges Gel), A: UV-Abbildung 
des Gels nach Färbung mit Ethidiumbromid, B: Autoradiogramm des Gels, aufgetragene 
Proben in den Laufbahnen: (1) 1 Kb Plus DNA Ladder; Hybridisierungsansätze 
(C225/[
64
Cu]Cu6a) in den Stoffmengenverhältnissen: (2) 1:0,04; (3) 1:0,067; (4) 1:0,2; 
(5) 1:0,4; (6) 1:0,8; (7) 1:4; (8) 1:8; (9) 1:11; (10) 1:15; (11) 1:22; (12) [
64
Cu]Cu6a 
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Abbildung A 9: Agarosegelelektrophorese der stoffmengenabhängigen Hybridisierung 
von NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 mit [
64
Cu]Cu6a in humanem Vollblut (2%iges Gel), A: UV-
Abbildung des Gels nach Färbung mit Ethidiumbromid, B: Autoradiogramm des Gels, 
aufgetragene Proben in den Laufbahnen: (1) 1 Kb Plus DNA Ladder; 
Hybridisierungsansätze (NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5/[
64
Cu]Cu6a) in den Stoffmengen-
verhältnissen: (2) 1:0,1; (3) 1:0,25; (4) 1:0,5; (5) 1:1; (6) 1:1,2; (7) 1:1,5; (8) 1:2; (9) 1:5; 
(10) 1:10; (11) 1:15; (12) [
64
Cu]Cu6a 
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Abbildung A 10: Agarosegelelektrophorese der stoffmengenabhängigen Hybridisierung 
von NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 mit [
64
Cu]Cu6b in humanem Vollblut (2%iges Gel), 
A: UV-Abbildung des Gels nach Färbung mit Ethidiumbromid, B: Autoradiogramm des 
Gels, aufgetragene Proben in den Laufbahnen: (1) 1 Kb Plus DNA Ladder; 
Hybridisierungsansätze (NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5/[
64
Cu]Cu6b) in den Stoffmengen-
verhältnissen: (2) 1:0,1; (3) 1:0,25; (4) 1:0,5; (5) 1:1; (6) 1:1,2; (7) 1:1,5; (8) 1:2; (9) 1:5; 
(10) 1:10; (11) 1:15; (12) [
64
Cu]Cu6b 
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Abbildung A 11: Agarosegelelektrophorese der stoffmengenabhängigen Hybridisierung 
von NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 mit [
64
Cu]Cu6c in humanem Vollblut (2%iges Gel), A: UV-
Abbildung des Gels nach Färbung mit Ethidiumbromid, B: Autoradiogramm des Gels, 
aufgetragene Proben in den Laufbahnen: (1) 1 Kb Plus DNA Ladder; 
Hybridisierungsansätze (NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5/[
64
Cu]Cu6c) in den Stoffmengen-
verhältnissen: (2) 1:0,1; (3) 1:0,25; (4) 1:0,5; (5) 1:1; (6) 1:1,2; (7) 1:1,5; (8) 1:2; (9) 1:5; 
(10) 1:10; (11) 1:15; (12) [
64
Cu]Cu6c 
200 
300 
400 
500 
650 
850 
1000 
1650 
2000 
5000 
12000 
bp 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
100 
A B 
Abbildung A 12: Agarosegelelektrophorese der stoffmengenabhängigen Hybridisierung 
von NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 mit [
64
Cu]Cu6d in humanem Vollblut (2%iges Gel), 
A: UV-Abbildung des Gels nach Färbung mit Ethidiumbromid, B: Autoradiogramm des 
Gels, aufgetragene Proben in den Laufbahnen: (1) 1 Kb Plus DNA Ladder; 
Hybridisierungsansätze (NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5/[
64
Cu]Cu6d) in den Stoffmengen-
verhältnissen: (2) 1:0,1; (3) 1:0,25; (4) 1:0,5; (5) 1:1; (6) 1:1,2; (7) 1:1,5; (8) 1:2; (9) 1:5; 
(10) 1:10; (11) 1:15; (12)  [
64
Cu]Cu6d 
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7.1.3 Bioverteilungsdaten 
 
Tabelle A 1: Organverteilungsdaten von [
64
Cu]Cu6d 24 h p.i. in A431 tumortragenden NMRI 
nu/nu Mäusen ohne (Kontrollexperiment; n=4) und mit Injektion (Pretargeting; n=8) von NOTA3-
C225-(c-L-DNA)1,5 24 h vor der Applikation von [
64
Cu]Cu6d; Signifikanz: p = ns (nicht 
signifikant), * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001  
 Kontrollexperiment  Pretargeting 
p Gewebe/Organ SUV  SUV 
 mean SD  mean SD 
Blut 0,42 0,02  0,64 0,22 ns 
Braunes 
Fettgewebe 
0,59 0,43  0,13 0,03 *** 
Haut + Haare 0,31 0,09  0,22 0,03 ns 
Gehirn 0,08 0,01  0,02 0,01 ns 
Ovarien 0,30 0,02  0,20 0,08 ns 
Uterus 0,35 0,21  0,25 0,11 ns 
Pankreas 0,24 0,10  0,12 0,03 ns 
Milz 0,55 0,13  0,27 0,07 ns 
Nebenniere 0,47 0,09  0,25 0,06 ns 
Nieren 1,67 0,29  0,57 0,12 *** 
Weisses 
Fettgewebe 
0,09 0,03  0,08 0,05 ns 
Muskel 0,10 0,01  0,04 0,02 ns 
Herz 0,54 0,01  0,22 0,08 ** 
Lunge 0,94 0,15  0,31 0,11 *** 
Leber 1,73 0,07  0,84 0,17 *** 
Femur 0,18 0,01  0,08 0,02 ns 
Tumor 0,43 0,03  0,45 0,09 ns 
 %ID  %ID  
 mean SD  mean SD  
Magen 4,02 2,70  0,26 0,28  
Darm 12,2 4,59  3,69 0,57  
Resttier 14,6 1,69  10,3 2,17  
Urin berechnet 53,6 9,36  78,5 3,73  
 
 
 
 
 
 
 
 
Anhang 
––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
 
187  
Tabelle A 2: Tumor/Normalgewebe-Aktivitätsverhältnisse (SUV/SUV) von [
64
Cu]Cu6d 24 h p.i. 
in A431 tumortragenden NMRI nu/nu Mäusen ohne (Kontrollexperiment; n=4) und mit Injektion 
(Pretargeting; n=8) von NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 24 h vor der Applikation von [
64
Cu]Cu6d 
 Kontrollexperiment  Pretargeting 
Gewebe/Organ Ratio (SUV/SUV)  Ratio (SUV/SUV) 
 mean SD  mean SD 
Tumor/Muskel 4,30 0,73  11,98 4,79 
Tumor/Blut 1,02 0,12  0,76 0,27 
Tumor/Leber 0,25 0,03  0,54 0,09 
Tumor/Niere 0,26 0,06  0,76 0,27 
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7.2 Übersicht der Substanzen 
 
  Die Tabellen A 3 – A 6 geben Auskunft über die in dieser Arbeit verwendeten sowie 
hergestellten L-DNA- und Cetuximab-Derivate. 
 
Tabelle A 3: Sequenzen und Modifizierungen der verwendeten L-DNA-Derivate 
 
 
 
 
PEG-Substituent [kDa]  = 0 2 5 10 20 
17mer-L-DNA(0-20)kDa-PEG  1a 1b 1c 1d 1e 
M [g/mol] = 5836 7836 10836 15836 25836 
 
 
 
17mer-c-L-DNA     2   M = 5418 g/mol 
 
 
 
 
 
Tabelle A 4: Struktur und Abkürzungen der verwendeten bifunktionalen Chelatoren 
 
 
 
 
 
p-SCN-Bn-NOTA 3 
 
M = 450,51 g/mol 
 
 
 
 
 
NOTA-Bn-thioharnstoff-ethylmaleinimid (5) 
 
M = 590,22 g/mol 
 
 
 
 
 
DOTA-GA-Mal 7 
 
M = 598,26 g/mol 
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Tabelle A 5: Aufbau und Abkürzungen der synthetisierten L-DNA-Derivate 
 
 
 
PEG-Substituent [kDa]  = 0 2 5 10 20 
NOTA-L-DNA(0-20)kDa-PEG  6a 6b 6c 6d 6e 
M [g/mol] = 6294 8294 11294 16294 26294 
 
 
 
DOTA-GA-L-DNA-10kDa-PEG  8d   M = 16302 g/mol 
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Tabelle A 6: Aufbau und Abkürzungen der modifizierten Cetuximab-Derivate 
 
 
 
 
 
 
        
 
NOTA3-C225        Mber. ≈ 153350 g/mol 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
NOTA3-C225-Mal8 / NOTA3-C225-Mal33 
      Mber. ≈ 154840 g/mol / 158330 g/mol 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
NOTA3-C225-(c-L-DNA)1,5 /  NOTA3-C225-(c-L-DNA)5 
      Mber. ≈ 162600 g/mol / 185200 g/mol 
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7.3 Abkürzungsverzeichnis 
 
Aeff, spez  effektive spezifische Aktivität (Aktivität pro eingesetzter 
Stoffmenge an zu markierender Verbindung [GBq/µmol]) 
AD   verankernde Domäne 
ADCC   Antikörper induzierte zelluläre Zytotoxizität 
AHC   Diammoniumhydrogencitrat 
AKAP   A-Kinase des Ankerproteins 
Akt   Serin-Threonin-Kinase 
APA   5-Azidopentansäure 
APS   Ammoniumpersulfat 
BFC   bifunktionaler Chelator 
BSA   bovines Serumalbumin (Rinderalbumin) 
bsmAk   bispezifischer monoklonaler Antikörper 
cAMP   cyclische Adenosinmonophosphat 
C225   Cetuximab 
CD20   cluster of differentiation 20 
CDC komplementabhängige zelluläre Zytotoxizität (Complement 
Dependent Cytolysis) 
CEA   Carcino-Embryonales Antigen 
c-L-DNA  komplementäre L-DNA 
DC   Dünnschichtchromatographie 
DMEM   Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DMF   N,N-Dimethylformamid 
DMSO   Dimethylsulfoxid 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
DNL Dock-and-Lock Methode 
DOTA 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsäure 
DOTA-NHS 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsäure-mono-
N-succinimidylester 
DTPA Diethylentriaminpentaessigsäure 
DTT 1,4-Dithiothreitol 
[18F]-FDG [18F]-2-Desoxy-2-fluor-D-glukose 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
EGF epeidermaler Wachstumsfaktor (epidermal growth factor) 
EGFR epidermaler Wachstumsfaktor Rezeptor (epidermal growth factor 
receptor) 
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ESI-MS  Elektronensprayionisations-Massenspektrometrie 
Fab   antigenbindendes Fragment 
FB   Filterbindung 
Fc   kristallines Fragment 
FKS   fetales Kälberserum 
GB   Gesamtbindung 
GMBS   4-Maleinimidbutansäure-N-hydroxysuccinimid-ester (7) 
GnRH   Gonadotropin auslösendes Hormon 
HAMA   humane Anti-Maus-Antikörper 
HEPES  4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonsäure 
HPA   3-Hydroxypicolinsäure 
HPLC   Hochleistungsflüssigchromatographie 
HSG   Histamin-Succinyl-Glycin-Peptid  
HZDR   Helmholtz-Zentrum Dresden-Rossendorf 
IC50   mittlere inhibitorische Konzentration 
IEF   isoelektrische Fokussierung 
Ig   Immunglobulin 
JAK   Janus Kinase 
KD   Dissoziationskonstante 
Ki   Inhibtionskonstante 
MALDI-TOF  matrix assisted laser desorption ionization-time of flight 
mAk   monokonaler Antikörper 
MAPK   Mitogen aktivierte Proteinkinase 
MES   2-Morpholino-ethansulfonsäure 
MORF   Morpholino-Nukleinsäure 
MTC   medullärer Schilddrüsentumor 
n.c.a. non carrier added 
NE Nulleffekt 
NMR Nuclear Magnetic Resonance 
NOTA 1,4,7-Triazacyclononan-1,4,7-triessigsäure 
NSCLC nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom (non-small-cell lung 
carcinoma) 
ON   Oligonukleotid 
PAGE   Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PBS Phosphat gepufferte Kochsalzlösung (Phosphate Buffered 
Saline) 
p.i.   nach der Injektion (post injection) 
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pI-Wert  isoelektrischer Punkt 
PI3K   Phosphatidylinositol-3-kinase 
PEG   Polyethylenglykol 
PET   Positronen-Emissions-Tomographie 
PKA   Proteinkinase 
PNA   Peptid-Nukleinsäure (peptide nucleic acid) 
p-SCN-Bn-DOTA S-2-(4-Isothiocyanatobenzyl)-1,4,7,10-
tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsäure 
p-SCN-Bn-NOTA  S-2-(4-Isothiocyanatobenzyl)-1,4,7-triazacyclononan-1,4,7-
triessigsäure (3) 
Ras   Rat sarcoma 
Raf   Serin/Threonin Proteinkinase 
RCA   radiochemische Ausbeute 
RCR   radiochemische Reinheit 
RNA   Ribonukleinsäure 
RPMI 1640   Rosswell Park Memorial Institute 1640 
SAP   quadratisch antiprismatisch (square antiprism) 
SDS   Natriumdodecylsulfat 
SELEX  systematic evolution of ligands by exponential enrichment 
SPECT  Single-Photonen-Emissions-Tomographie 
STAT Stress aktivierte Proteinkinase (Signal Transducers and 
Activators of Transcription) 
SUV    Standardisierter Aufnahmewert (standardized uptake value) 
TAE   TRIS-Acetat-EDTA-Puffer 
TCEP   Tris-(2-carboxyethyl)phosphan 
TEA   Triethylamin 
TEAA   Triethylammoniumacetat 
TEMED  Tetramethylethylendiamin 
TFA   Trifluoressigsäure 
TGF   transformierender Wachstumsfaktor 
TK   Tyrosinkinase 
TMS   Tetramethylsilan 
TRIS   Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
TSAP   verdrillt, quadratisch antiprismatisch (twisted square antiprism) 
UB   unspezifische Bindung 
VR   Verdünnungsreihe 
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